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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(m) Expressionssystem zur Produktion von Proteinen 

(57) Die Erfindung betrifft ein Exprossionssystem fur die 
Produktion eines Proteins in einem filamentosen Pilz be- 
stehend aus 

a) einem Wirtsorganismus aus der Klasse der Basidiomy- 
ceten sowie 

b) einem DNS-Vektor, der ein Selektionsmarkergen ent- 
halt, welches fur ein Protein kodiert, das nach Transfor- 
mation eines filamentosen Pibes aus der Klasse der Basi 
diomyceten eine Selection positive r Transformanten er 
laubt und ausgewahlt ist aus der Gruppe der Antibtotika- 
resistenzgene, die fur Proteine kodieren, die die wachs- 
tumshemmende Wirkung von Antibtotika aufheben, ge- 
gen die der Wirtsorganismus nicht resistent ist, der Gene, 
die Proteine kodieren, die zu einer farbgebenden Reaktion 
befahigt sind und der Gone die einen genetischen Defekt 

. des Wirtsorganismus (Auxotrophic) komplementieren, 
- wobei die Expression des Selektionsmarkergens durch 
t mindestens ein in Basidiomyceten aktives genetisches 
Reguiationselement kontrolliert wird und 
c} einem DNS-Vektor, der ein Gen enthalt, welches fu r das 
zu produzierende Protein kodiert, wobei die Expression 
dieses Gens und ggf. auch die Sekretion des so produzier- 
ten Proteins durch ein in Basidiomyceten aktives geneti- 
sches Reguiationselement kontroiliert wird, wobei 
der DNS-Vektor, der ein Selektionsmarkergen enthalt und 
der DNS-Vektor, der das Gen, welches fur daszu produzie- 
rende Protein kodiert, auch als ein DNS-Vektor vorliegen 
konnen. 
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Bcschreihur.i; 

Die F.rfindurg hen ft: em Expressionssysiem zur Prodi; k: ion von Prnteinen in fiia^er.rosen ?il7.er rie- Tnterklasse iier 
Basidiomycete:;. seme Herslellu/j. and scire Verwendung 
s ZurProtemprcc.i.oon sind verseniedene prokanornscne und eukaryontische Expressionssvsteme bekannt. Beisnic.r 
prckaryontiscner Hxpresnor.ssysiemc s:r.d Escherichia ecl: and Bacillus senilis. Die Methoden zur geneuschen Mani- 
pulation dieser Organismen sin 4 woh! ctablien Spc/ir.sche Nachteiie dieser Expressions* s;eme sind die of; enttau- 
schend niednge Prodakliorsrate vor a'lem eukary or tocher ' J ~oieine. d*e Eullung der p-odu/ienen Protein rieraT. daf s'c 
uautig n:ch! in aktiver K«r:n vor.iegen sowie vor alien, auch cas Feh.cn aer posllransiatienalen Modihkation oer exon- 
10 miener. Prr-e:ne A is tehlende posrtranslationaie Moditikatior. seien beispielsweise tier fehlende Ein ban pros '.ritrtisc her 
Gruppen oder die lehlenue Gki^osiderung des /a expniMcrenden Proteins genanm. 

Diese Nachteiie prokarxontischer Expressionssystemc konnen durch Veruendur.g cukarvonuscher Kxpressionssv- 
steme umgangen werden 

Za oe-. verbreileten eukarx or: iscnen Impress. onssystemen run hreiter Anwendung geheren Zellku/ursvs'.erne sou oh. 
is von S::uscr/cllen wic a.icr. Ins. k ten/ c lien souie cukarx onnWcr.c NEkroorganisTr.cr. wic Helen oder rilamentose PE/c 
Wunrend bei ciesen ::.\p:essio:ivsys;enie:i da> /.c expri::.:erende Protein n. der Kegel in aktiver burin gcbiiae: wire, is: 
lie Produktionsrate vor alien bei der Expression ne:erologer Proieme in vicien Fallen /u niedric. Ais Beispie! hierfur 
<arm die Expression ir. derllefe Xaeeharoi::>ces cerevisiae ode: in fiU-.er/oser T> ilzen ajs der Kiasse der Ascomxee'.er. 
iienen. 

:u Hohe Produklio^sraier in hlaneniosen Pd/e~ wie Aspergillus sind vor ailcm fiir die Expression noniologer lYoieine 
oder Proteine von filamenlosen Pdzen der Kiasse der Ascoinycelen beschneben, Die Expression helerologer Proteine ge- 
lingt of! rvur im: geringer: oder n.atfiger. Au>heuter. WO 4j,AK:2 ( »U / B. resehreiht die heierologe Expression der Eac- 
case EC(\' aus dem filamcntosen Piiz der Kiasse der Basidiorryccteri. Polyporjs pmsi:u>. Bei der Expression in Asper- 
gillus, einem dlamentbscn Pi./ d»r Kiasse der Ascoir.v ceten. werden Aus'neulen bis zu (J.35g/1 in der re-mentation' er- 

:s /.ieh. Dies is! erne vergleichsweise geringe Ausbeuiesteigerung im Vergieieh /ur IVoduklionsleismng von 0.1 n,2 g/1 ei- 
■ies vcrgleunbaren Wildtypstamues in aer Fermentation. 

Speziell far E:i/\nie :•.-.:> der K.asse der B.isid-o:n\ ce:en and hier vor alleni der Wei.ifaulepE/e besteh; t in zimchmen- 
de> Inieresse .ur nidus. nelle An* endure:; AK Beispiele seien genanni h> drolv tische En/wne wic Gclluiasen. Heiin- 
ccl.ulascn oder I.ipxsen oder aber auch Oxidoreduktasen wic Eigrinperoxidasem N'angar.neroxidasen. Eaccasen. Celk- 

<u hiose-Ghinon-OxidorediMase oder ( 'el I obiose- Oxidase. T\i;enlie]le Anwendunger fiir d ese En/yme besiehe- / H bei 
der Hoi/- n/w. Zellstctlvcraj-bcitunj; 

Einc untcr :ir.dcreni ir Basidi- nivcccr vorkonmiendc En/\ niklasse. fur industr.c:!w Anwcndunten vor gro:*-c::. 
inieresse ist, is. die I:n/> i.nLssc de- E^Lcaser. p-:l>uro.\ip::e:.o!o.\idaM:. EX' \ .\(>. 3.C.*. Eaccasen geh.oren /ur Proiein- 
lamiiie der sogenannter, h.auer. Kupferproteine" unci entnaiien ;n der Regei vier Kupfenonen. die in drei. T\p 1 his T\j ? 

^ he/.eicr.ne;er KuptLT/enire". ar:georiinci sine. Excuse? /.eicnne-i sicr weile- dadurcr aus. dat es si ch allgcniem \ru se 
Kretiene Pioteme car.de/ und dal< sie emen f dykosiliercngsanle:. von bis /j ]() bis 4^ des Moiekulargewichts enthal- 
:en konnen. Nehen der '.\ po.ynu risicriing von rnakrornolekularen Vcrbinour.ger. wie Eigmr. Konnen I ijccaser. aiieh d:c 
Polvmensierung vo: alleni an-ni^ischer Ver-indungen katal> sieren. Als Beispie: ruerfur dient die EigniriPiosvutliesc i:; 
Pllan/en. bei der in Pllan/.en vorkonmiendc Eaccasen beteiligl sind Tecnmsche Anwendungsmogiichkeiien fur Laeea- 

ao ^en ereeben sich be: der Papierhcrsiedung zur I)e;:gnitizierung von Zells;olE r>e: Polymensierungsreaktionen alier An. 
/ B. bei der Abwasserbcljandlur.g. Die Verwenr.ung vor, Eaccasen isi auch in der org anise iier. chemischen Svr.these be- 
kannt.z. B. bei Kopphingsreakn^nen oder der Sei(enkettenoxi<:aii.>n von Arornater. Fur die lechnische Anwendung ne: 
alien dieser, Verlahren isi edocr. Voraussci/ung. da;:, das Eaceaseen/y m Kostengunstig und in groberen Mengen /ur Ver- 
tiigung gestellt werden kann. 

45 Eur versehiedene rtiu:::entose Pilze aus der Kiasse der Basidion.v ceter. wurder DNS-Vektoren neschncher.. die zur 
.ranstonnaticr. und Selektion vor. Transtonuanien geeigne; seir. solicn. r ur den Basidiomyceien Phaneroehaete chrv s<> 
sporium. wurde eir. Verh.nren /: r homologen Trans ; on n;/ ion beschrieben ,NE Alic e! al. (1991) C'urr Genet \ ( ). 
-91 -4Wi. Piir uei: Basidiomyceien Pleurotus os.rea:us uurden DNS-Konstrukle fur die Trans! or mat ion bescririeben ( K 
> anai et al. 1 1 Bicsci Biotech. Biochem. 6( . 472 ^5 ). US 5.V.2640 beschreibt DNS-Vektoren fur die Transfonna- 

50 don des Basidioinvceier. ( oriolus hirsuius. Eber.sx' wird fur die Transformation des Basidiomyceien Coriolus versicolor 
ein DNS- Vektor neschncher i V. Iimura ei al i 1^92 ' >ih International Conference on Biotechnology in tne Palp and Pa- 
per Industry. 42" 431 ■ Vim k einem dieser Expression ssysteme aus der Kiasse der Basidiomyceien isi bekann;. daK einc 
signitikante Stciuerung der Expressionsrate tur homoioge oder heterologe Proteine erreicht worden ist. 
^ Bckanntc Expressions ektoren. d:c gcnctischc Regulationselcnicntc fur die Expression in filamcntosen Pilze n der 

55 Kiasse der Ascomyceten enthalten. lassen sich men: eftizient ir. niamentosen Pilzen der Kiasse der Basidiomyceien ex- 
prinneren. Sic erlauben daher bei Transformation filamenldser Pilze der Kiasse der Basidiomyceien nicht die Selektion 
positiver Transformanten autgrund z. B. erworbener Aniihiorikaresistenz oder der Expression eines farbgehenden Tndi- 
katorprotems oder aufgrund der Komplementation eines auxotrophen Ciendefekts. 

Die vorlicgcnde Erfindung bctnrTt cin Exprcssionssysrcm fiir die Produktion cincs Proteins in cincm filamcntosen Pilz 

60 beslehend aus 

a) einem Winsorgamsmus aus der Kiasse der Basidiomyceien sowie 

bi emcm DNS-Vekti-r, aer cin SeJektionsmarkergen enthali. weichcs fur em Protein kodiert das nach Transfonna- 
lion eines fdamcntoscn Pilzes aus der Kiasse der Basidiornycctcn cine Selektion positiver Transionnantcn crlaubt 
65 una ausgewanlt ist aus der Gruppe tier Antibiotikaresistenzgene, die fur Proteine kodieren. die die wachstumshem- 

mende V, r irkung von Antibiotika aufheben. gegen die der Wirtsorganismus nicht resistent ist, der Gene, die Proteine 
kodieren. die zu eincr farbgehenden Reaktion hefahigt smd und der Gene die einen genetischen Defekt des Wirts- 
organismus ( Auxotrophic i komplementieren. wobci die Expression des Selektionsmarkergens durch rmndestens ein 
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in Basidiomyceien aktives genetisches Regulationselemeni kcnirollien wird und 

c) einem DNS Vekior der em Gen enthalL welches fur das zu produzierende Protein kodien wobei die Expression 
dieses Gens und ggf. auch die Sekrelior des so produzienen Proteins durch ein in Uasidiomyceten aktives geneti- 
sehes Regulationselement kontrolliert wird, wobei 

der DNS-Vektor, der ein Selektionsmarkergen enthaJt und der DNS-Vektor der das Gen welches fur das zn produ- s 
zierende Protein kodien auch als ein DNS-Vektor vorliegen konnen. 

Als Antibiotikaresistenzgene geeignei sind vorzugsweise Gene, die Resistenz verleihen gegen ein Antibiotikum aus 
der Gruppe Hvgromycim Bialaphos. Kananrycin, Geneticin. Bleomycin, Ohgomycin, Ci41 8. Zeocin. BenomyJ und 
Phleomycm. 1(1 

Vorzugsweise konnen weiler Seleklionsniarkergene verwende. uerden, die fiir Proteine kodieren, die zu einer farbge- 
benden Reaktion befahigt sind, /.. B. das Gluturomdasegen oder das Gen fur das griin fluoreszierende Protein (GFP). 

Besonders geeignet sind Selektionsmarkergene, die einen genetischen Defeki des Winsorganismus (Auxotrophic) 
komplemenueren konnen. 

Fiir das crfindungsgcmaBe Expressionssvstcm bevorzugle Winsnrganismcn aus der Klassc dcr Basidiomyectcn sind 15 
monokary ontisehe Basidiomyceteii 

Besonders bevorzugt stainmt dcr Wirtsorganisnien aus der Gattung Agarieus, Coriolus. Polyporus. Pleurotus. Phane- 
rochaete. Schizophyllurn oder Tran ictes. 

Insbesondere bevorzugt sind Wirtsorganisnien der Art Trametes versicolor 

Der Winsorganismus im erfindungsgemaBen Hxpressionssvstem zeichnet sich vorzugsweise dadurch aus. dap er aus ?o 
der Klasse der Basidioinyceten stan.mt und eiuen genetischen Defekt ini Stoffwechselmetabolismus (Auxotrophic) be- 
sitzt, aufgrund dessen einer oder mehrere fiir das Wachstum essentieiie Stoffwechselmetaholiter nicht mehr svnthetisiert 
werden konnen und der Wmsorgansimus aut Minimalmedien onne Zusatz dieses oder dieser StofTwechselmetaboliter: 
nicht mehr zum Wachstum befah:gt ist. 

Die Rrfindung betrifft daher auch ein "Expressionssvstem welches dLidu^ch gekennzeichnet isl. daB der Wmsorganis- ?.n 
mus aus aer Klassc der Basidiornyceten einen genetischen Defekt nn Stotlwechselmetabolismus (Auxotrophic) besitzl. 
aufgrund dessen einer oder mehrere fur das Wachstum essennellc StolTwechselmetaboliten nicht mehr synthetisien wer- 
den konnen und der WirLsorganismus auf Miniiiialmedier ohne Zusaiz Jicses oder dieser Slofl wechsehnelaboliten nicht 
mehr zum Wachstum befahigt ist und das Selektionsmarkergen deran ausgewahlt ist. daB es den auxotrophen (iendefekt 
des Winsorganismus komplementier . .w 

Beispieie fiir Scickt:onsmarkergene, die einen aux.nropher. Gendelekt im Winsorganismus komplementieren konnen. 
sind das OCT-(.icn (kodien tur d.t>> (-or dcr Orni thin- Carbamoyl transferase. US 5362b40i. das pvr G-Gcn (kodicrt fiir 
das Gen der Orolidin-? -Phosphal Decarboxylase. Goosen et ai.. Gurr. Genel. (1987) 11,499-503). das irpG Gen (kodiert 
fur em Gen, dessen trifunktionaies Genproauk; Enzymakti vital fur Phosphcribosvl-AnlhraniLsaureisomerase. Glutamm- 
Amidotransferase und Tndoi-Glvcerinpho^nr arsvnthase besilzt. Velton el aL Proc Natl. Acad. Sci. USA f 1984 J 81. 
1 470- 1474). oder das ma D Gen f kodien fur das Nitraireduktase Gem. 

Besonders bevorzugt als Sclcknonsmarkcrgcr: ist rtas pyr G Gen. das fur die Oritidm-5'-Phosphat Decarboxylase (em 
Hnzyir. des Uridinstoff'wechsels ' kodieri. und die Undin Auxotrophic eines im pyr G Gen defekten Wirtsstammes kom- 
plementieren kann Als Winsorganismus besonders bevorzugt ist dabei ein Basidiornycctenstamni mil einem Defekt im 
pyr G Gen der fur Uridir. auxoiroph ist. 4ti 

Das pyr G Gen slammt bevorzugt aus emem Pil/ aus der Klassc der Basidioinyceten. z. B. aus der Gattung Agarieus. 
Oorioius. Polvporus. Pleiirotus, Phanerochaele. Schizophyllurn oder Trametes. 

Bevor/.ugl geeignei fur die Expression des pyr G Gens sine die Promoter- und 1 enninatorelemenle fur ein Glyeerinal- 
dehvd-3-Phosphat Dehydrogenasegen (GAPDH Gem beispielsweisc aus den nTamentoser. Pii/en der Klasse der Basi- 
diornyceten. Schizophyllurn commune, Agarieus bisporus (das GAPDH Ag2 Gen). Phancrcchaele chrysosporium. 'Ira- 4s 
metes versicolor oder fiir ein Laecase Gen. vorzugsweise das Laccase I Gen. bzw. das Laccase HI Gen aus Trametes ver- 
sicolor. 

Insbesonders geeignet ais Selektionsmarkergen fur das ertindungsgemafie Expressionssvstem sind das Oroudin-5- 
Phosphat Decarboxvlasegen pvr G Gen vorzugsweise aus dem Basidioniyce ten Schizophyllurn commune oder aus dem 
Basidiomyceien Trametes versicolor. 5(> 

Vorzugsweise wird die Expression des pyr G Gens aus dem Basidiornyceten Schizophyllurn commune vom Promoter 
und ggf. Terminator fur das pyr G Gen aus Schizophyilum commune reguliert 

Vorzugsweise wird die Expression des pyr G Gen aus dem Basidiomyceien Trametes versicolor, vom Promotor und 
Terminator fur das pyr G Gen aus Trametes versicolor rcgulicn. 

Das erfindungsgemafie Expressionssystem eignet sich insbesondere zur Expression eines Gens das fiir ein hydrolyti- 5? 
sches Enzvmz. B. aus der Gruppe derGellulasen. Ilemicellulasen und Lipasenoder aus der Gruppe der Oxidoreduktasen 
wie z. B. den T jgninperoxidasen. Manganperoxidasen, 1 ,accasen. Gellobiose-Chinon-Oxidoreductase oder Gellohiose- 
Oxidase kodiert. 

Insbesondere bevorzugt cignct es sich zur Expression eines Gens fiir cine Laccase. 

Die Erfindung beiriJit femer einen DNS Vekior, der mindeslens ein Seleklionsmarkergen enthall, welches fur ein Pro- 60 
tein kodien das nach Transformation eines nTamentosen Pilzes aus dcr Klasse der Basidiomyceien eine Seleklion posiu- 
ver Transformanten erlaubt. dadurch gekennzeichnet. daB das Selektionsmarkergen ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
Anubiotikaresistenzgene, die fiir Proteine kodieren, die die wachstumshemmende Wirkung von Antibiotika aufheben. 
gegen die dcr Winsorganismus nicht rcsistcnt ist, dcr Gene, die Proteine kodieren, die zu cincr farbgebenden Reaktion 
befahigt sind und der Gene die einen genetischen Defekt des Winsorganismus (Auxotrophic) komplementieren und daB 65 
das Selektionsmarkergen durch mindestens ein in Basidiornyceten aktives genetisches Regulanonselement kontrolliert 
wird. 

Die erfindungsgemaCen DNS-Vektoren erlauben die Selektion positiver Transformanten aufgrund Komplementation 



3 



DE 198 14 853 A 1 



e:nes auxotrophen Gendefek:> :m Wirtsorganismus bei Transtonuauon teamen loser Pii/e der Klasse der Basidiomvce- 
ten. 

Insbesondere die Seiektion mv- "rarsfonnanien des fna'nenioser. Pil/es Trametes versicolor und in einer besnnrie^ 
r»evorzuglen Ausfuhrung I'ra.'istormanteii von p> r C • ue:./:c:::::i. auxoirophen Slammen vjij i'rameies versicolor w::d e:- 
s nioghch: dureh die als be\cr7ag* geeigne: genannien Gene /ur Kompleinentatior auxoircpher Gencefeicie :rn Wirtsorga- 
nismus 

Die erfmdungs^eriiaier. DNS- Vsiiorer eigr.er. s:ch auch zur Lxpression von Gencr. die fur Proieme kodierer. :n fila- 
ment risen Pi!/jer der Kiasse der Basidirr- weien Inter Gener die fir ^-oieine kodieren sine irn Sinne rier H*tinriur»: 
auch die von den Sirukiurgenen angeleiteten cDNS-Gene ner Proieme zu verstenen. be; den Prcieinen kann es sich ur.. 
10 fur Basidicmyeeter: heierologe Proieine oder i::n tur Basidioir.yceten homologe Protcine handeln 

Der enindungsgemaije DNS-Vektor eniriai. sumil \or/ugsweise auc.'i mindesiens ei.n Ger. das fLr ein zu expnmieren- 
des Protein kodiert. 

Besonders beverzugt enthai: der erhndungsgemiiBe DNS-Vektor r::;ndesiens ein Gen. das fur em h>drolytisches Hn- 
zyrn z. B. aus der Gruppe der GelMasen. Hemiceliuasen und Lip^sen ooer aus der Gruppe der Oxideredj^iasen wie 
is / B den Ligninperrx:d :>en. Minganperox; d.jsen. I.accascn. Gcllohiosc-< Tiinor.-Oxidoredjc:asc oner Geilobios^ -Oxi- 
dase kodien. 

Insbesondere bevorzu»ii e nth ail der erindungsgernalse DNS-Veiaor eir. Ger. fur eine Laccase. 

Kin fur die Expression des proieinkodierenden Gens notwendiger Proinoior kanr. von den. z.u expnnuerenden Ger 
sUinrnen Oder es kann auch der Proincior eines tremden Gens, nut nen. kodierender. Bereich oes zu expnnnerenaer. 
;n Gens runktionel: verkniipf:. verwendei v-erder 

Der ernndungseemadic DNS-Vektor e::thalt soimi \u.7iipwc:sc auch einen Promoter tar die Expression, des orotein- 
kodierenden Gens. 

Besonders bevorzug: enihalt der ernndungsgemafte DNS-Vektor als Proinoior fur die Expression des proteinkodieren- 
den Gens einer Proinoior. der eine hche Hxpressionsieist ar.;: gewahrleisie". 
:s Kin zu diesen /.week nevorzugt verwendete- Promotor i>t neispielsweise der Proinoior des Gens fur das Proiein Gl\- 
cerinaldehyd-3-PhosphaUiehydrogcnase iGAPDH; neispielsweise aus der Gatiung Traiiietes versicolor. 

Der ertindungsgemalx- DNS-Vekk r enthall vor/ugsweise auch eme.n Transkripiionsterminalor fur das protemkodie- 
rende Gen. 

Als Transknpiionstermmalor kann der Termtnalor de* z~ exprirnierender. proieinkodierenden Gens verwendci uerder. 
o;ler aber der Teniir.aio- eines rreniden ( lens Re\o-zug: wmi de- Trarskrpiionsierrriinajor aus dern Gen eine- l.aocase 

Die hxpressior. aer Pr.^eine kann inira/ei.uiai ode: in Cicgcnwan einer tunktionsfanigen Signa.sequen/, z.um /wu^ 
der Sekrction. auch exirnzcllular erfoig^n. 

Palls die Sekreiicn lies expnniierier. Proleins aus der Zelle erwunschi isl. enliial-. de^ eriifidungsgeiuaJje DNS-VeMor 
vor/ugsweist eine tunk'oonsiuch'dge Si^nalsequenz 5' \or den. proieinkodierenden Gen. Daruberhinaus kann auch ein 
•s Mtger.unme- Sekre: ion scarier, h.rikfionel mil dern 5 -Hnde des proieirKodierenden (tens verknupn. in \icr erfimiungs. 
geniaBen DNS-Vektor e: tnalten se:r. 

Be. deni Sekre'ionscarricr Kar.n js sich urn cas Gen nir ein sekretiertes Protein oder urn das PYagincnt eines Gens fur 
e:n sekretiertes Protein handeln. Der Sekreiionsearner kann i;.:: dern z.u secret ierenden Protein lunktienel. verknupt; 
sein. daG em Fusionsproiein aus Sekreiionsearner unc dern /.a vekrciierenden Protein entsteht. In einer anderen Ausluh- 
4u rung ist die Verknupfung von Sekreiionsearner umi den. zl sekretierenden Prciein so gesialtet, dal.i der S ekret ion scam er 
v on dern zu sekretierenden Proiem geirenni werden kann Dies kann beispielsweise bewerksielligl werden dureh Lintu- 
gung einer pjkennjngssequenz fur eine prorein>pallendes Knzyrn in die Vurknupfungsstelie zwischen Sekretionscarrier 
und zu sekreuerendem Proiem. A is beispie! hierlur und sei genarml die Lysin-Arginin Hrkennungsseq aenz I ur die soge- 
nannte KEX2-Pro:ease und als Beispiel fur einer. Seicrelionscarner die Cdueoaniyiase aus Aspergillus mger (Gontreras et 
45 ai.. Bionechnclog> i 9. 3 7 S BroeKhuijsen e: al.. .1 ol Bioieehnology (!993i 31, 135 145). 

DNS-Sequenzen, die anders ais Transknotionstemnnatoren am ? -Ende des proteinkexlierenden Gens an der lixpres- 
sion und Sekreiion des evprinnelen Gens beteiligt sinti . konnen ehenfalls in den; erhndungsgemiifien DNS-Vektor ent- 
nallen sein. hin Beispiel dalur lieten das Gen fur die Laeease aus Neurosp«)ra crass a, dessen 3-finde die Sequenz. I ur 13 
Armnosauren enthalt. die wahrend der Sekreiion des Proteins enderni werden und ini reifen Protein nicht mehr enlhalten 
50 sirid (Germann e; ai., J. Bioi. Ghem. (1988) 263, 885-896). 

Die Henstellung der ertindungsgernaJjen DNS-Vekloren erfolgt nntiels in. Stand der Technik bekannter Verf'ahren. Ver- 
schiedene Moglichkeilen sind in der Beispielen dargelegt. Die don beschnebenen Vert'ahren iassen sich vorn Fachmunn 
auf beliebige andere Vekturen. Resistenzgene. Regulationselemente und SlruRturgene anwenden. 

Die crnndungsgcrnajDcn DNS-Vcktorcn cigner. sich zur Herstcllung von Piizstammcn. die zur effizicnten Expression 
55 und Sekreiion von Proieinen befahigt sind. 

Die Crfindung beiriffl daher auch Verfahren zur TIerstellung von Inlzstainmen, die zur effizienten Expression und Se- 
kreiion von Proteinen befahigi sind 

Dieses Vert'ahren ist dadurch gekennzeichneL dai.^ aLs Wirtsstanini em nlamentoser Pilz aus der Klasse der Basidioniy- 
cctcn rail cincm auxoirophcr Gcndcfckt venvendet wird, wclchcr mirtels an sich bekannter Verfahren mil cincm DNS- 
60 Veklor der ein Gen zur KoiiiplemeRLauon des auxoirophen Gendelekls in. WirLssiainni besilzu Iransfoninerl wind umi 
aus dem Transformationsansatz die mil dern DNS-Vektor iransfonnienen Klone durch Seiekuon auf Komplemenlalion 
des auxoirophen (tendefekis ausgewahli werden, wobei die Expression des Gens zur Komplemenlalion des auxotropher, 
Gendetekts irn Wirtsstanini dureh em genetisches Keguialionseiement konlrolherl wind, das in Basidioniyceten akliv is:. 

Filarncntosc Pilzc aus der Klasse der Basidioniyceten, die als Wirt fur die Gcncxprcssion verwendet werden konnen. 
65 gehoren zur Gatlung Phanerochaete, Agancus. Pleurotus, Schizophyllum. Trametes, Goriolus oder Polvporus. 

Bevorzugl als Wirt fur die Genexpression ist ein rnonokaryonlischer Basidiomycel. Insbesondere bevorzugt ist ein Pilz 
aus der Ganung Trametes. Goriolus oder Polvporus. 

Weiterhin ist es von Vorteil, wenn die genannten Winsslammc aus der Klasse der Basidioniyceten einen auxotrophen 
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Gendefekt haben, der als Selektionsmarker zur Identifiz.ierung positiver Trans forman ten verwendet werden kann. Ver- 
wendet werden konnen beispielsweise Winsstarnrne aus der Klasse der Basidiomyceten, die einen Gendefekt im OCT- 
Gen, im pyr G-Gen. im irpG Gen oder im nia D Gen hahen. 

Bevorzugl als Wirt fur die Genexpression ist ein Pilz aus der Klasse der Basidiomyceten. der einen Detekt im pyr G- 
Gen hat. ? 

Insbesondere bevorzugt fur die Genexpression ist ein Win der An Trametes versicolor, der einen Defekt im pyr G-Gen 
hat und fur Uridm auxotroph ist. 

Die Transformation von fiiamentosen Ptlzen aus der Klasse der Basidiomyceten erfolgt nach Methoden. die dem Stand 
derTechnik entsprechen. Zu diesen Methoden gehoren die Transtormation von Protoplasten nach der GaCi 2 /PEG-Me- 
thode, die Transformation durch Elektroporation oder die biolistische Transformation durch BeschuS mit DNS-haltigen to 
Mikroprojeklilen. Diese Verfahren sind in Slandardlehrbuchern beschneben. 

Beispielsweise wird das zu transfcrmierende Gen in bekannter An und Weise in einen erfindung sgemaBen DNS-Vek- 
tor kloniert und mittels der genannten Methoden in einen fiiamentosen Pilz aus der Klasse der Basidiomyceten einge- 
bracht. 

Das zu transformicrcndc Gen kann abcr auch in cincn Exprcssionsvektor ohnc Sclcktionsmarkcrgcn kJomcrt werden 15 
und zusammen nut einem den auxotropben Gendefekt des Wirtsstarnmes koinplementierenden Vektor zur Erzeugung 
von Transformanten verwendet werden (Cotranstbrniation). 

Bevorzugter Stamm fiir die Transfonnatior ist em hTamentoser Pilz aus der Klasse der Basidiomyceten und hier vor 
allem aus der Gattung Trametes. Goriolus oder Polypoms. Bei dern betreffenden Stamm aus der Klasse der Basidiomy- 
ceten kann es sich dabei um einen Tnonoksryoniischen oder aber auch um einen dikaryontischen Stamm handeln. Tn einer 2u 
bevorzugten Ausfuhrung handelt es sich um einen Uridin-auxotrophen Stamm. der einen Defekt im pyr G-Gen hat. 

Besonders bevorzugl fur die Transformation ist ein monokan ontischer. Uridin-auxotropher, pyr G defizienter Stamm 
aus der An Trametes versicolor 

Die Selektion positiver Transformanten erfolgt beispielsweise, indem Protoplasten nach der Transformation mit Vek- 
tor DNS auf einern Medium ausgebracht werden, welehem zur osmotischen Stabilisierung der Protoplasten ein Zusat/ ?.n 
wie z. B. Sorbitol. Mannitol oder Saccharose beigefugt ist und welches die Selektion von Transformanten mit dem Koin- 
plementierenden pyr G-Gen erlaubt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung wird in einem homologen System der filamemose Pilz aus der Klasse 
der Basidiomvceten, Trametes versicolor mit dem Gen einer Laccase aus Trametes versicolor transfoninerl. Dadurch 
wird eine Steigerung der Expre^sionsrate fur die hesagte T. accuse er/ieli, die die nach dem Stand der Technik erzielhare <n 
Produktionsrate in der Fermentation von 0.1 g Laccase/1 Kulturmediuni signihkant verbessert. 

Vorzucswcisc verwendet mar. dazn den Promoter der dem Laecasegcn cigen ist oder den Pmmotor fiir cin stark cxpri- 
mierles Gen aus Trametes versicolor Vorzugswei.se vervvendel man die Promoloren der Laccasegene I und III, deren Iso- 
lierung im 4. Beispiel beschrieben wird, Von dem Laccase I Gen wird dabei vorzugsweise der in SEQ ID NO: 1 enthal- 
tene Sequenzabschnin von Base 1 1 192 verwendet. Von dem Laccase ITT Gen wird vorzugsweise der in SF,Q ID NO: 1" 
entlialtene Sequenzabsehmt; von Base I - 547 verwendet Den Promotor eines weiteren stark exprimierten Gens stellt der 
GAPDH Promotor fur die Glvccrinaldchvd-3-Phosphatdchydn :genasc aus Trametes versicolor dar. Die Isoiicnmg des 
GAPDH-Promotors wird ini 5. Beispiel beschrieben. Die GAPDH -Promotorsequenz entspnchl dem in SEQ ID NO: 3. 
Base 1-1542 aufgefiihrten Sequenzabschnitt. Es zeigte sich das insbesondere der in SEQ ID NO: 3, Base 1365 bis bp 
1542 sowie zu diesem Sequenzabschnitt homologe Sequenzen mit einer Homologie groBer als 73% fiir die Expression an 
eeeignei sind. Vorzugsweise ist ferner noch mindestens einer der foigenden SequenzaDschnitte ebenfalls auf dem erfin- 
dungsgema'Ben Regulntionselemen! vorhanden: 

SEQ ID NO: 3: Base 1005 bis bp 1123 sowie /u diesem Sequenzabschnitt homologe Sequenzen mil einer Homologie 
groBer ais 52*71. oder 

SEQ ED NO: 3: Base 817 bis bp 94 7 sowie zu diesen. Sequenzabschnitt homologe Secuenzen mil einer Homologie gro- 45 
Ber ais 44%. oder 

SEQ ID NO: 3: Base 640 bis bo 728 sowie zu diesen. Sequenzabschnitt homologe Secuenzen mit einer Homologie gro- 
Ber als 50%. 

In der vorhegenden Erfindung beziehen sich alle erwahntcn Homoiogiewerte auf Ergebnisse. die mil dem Computer- 
programm "Wisconsin Package Version 9.1. Genetics Computer Group (GCG), Madison. Wisconsin' erhallen werden. 5(i 
Die Homologiebestimmung erfolgt durch eine Suche in der Datenbank mit dem Unterprogramm "fasta' und den vorein- 
gestellten Wen en (word size 6). Die lihnlichsten Sequenzen werden dann mit dern Unterprogramm "gap" auf Homologie 
untersucht. Hierbei werden die voreingestellten Parameter "gap creation penalty 50" und "gap extension penalty 3" ver- 
wendet. Zusatzlich wurdc mit dem Unterprogramm ' gap" und den oben genannten voreingestellten Parametcrn die in 
JP 09047289 offenbarte. aber noch nicht in einer Datenbank verfiigbare Promotorsequenz des GAPDH- Gens aus Corio- 55 
lus hirsutus auf Homologie untersucht. 

Die Erfindung betrifft somit auch ein in Basidiomyceten aktives Kegulationselement welches dadurch gekennzeichnet 
ist, daB es den in SEQ ID NO: 1 enthaltenen Sequenzabschnitt von Base 1-1192 oder den in SEQ ID NO: 2 enthaltenen 
Sequenzabschnitt von Base 1-547 oder den in SEQ ED NO: 3, enthaltenen Sequenzabschnitt von Base 1365-1542 sowie 
zu diesem Sequenzabschnili homologe Sequenzen mil einer Homologie groBer als 73 t7 c uinfaBl. 60 

Vorzugsweise verwendet man Selektionsmedien, auf denen nur solche Transformanten von Trametes versicolor wach- 
sen konnen, die mit einem funktionell exprinnenen Selektionsmarkergen fiir das pyr G-Gen transformien worden waren. 
Bevorzugt handelt es sich um ein im 2. Be:spiel beschnebenes Minimalmedium in Abwesenheit von Undin, auf dem pyr 
G auxotrophic Stammc von Trametes versicolor nicht mchr wachscn konnen, bzw. erst nach Zusatz von Uridin wicxicr 
wachsen konnen. 65 

Die erfolgreiche Anwendung eines erfmdungsgemaBen DNS-Vektors enthaltend das pyr G Gens ais Selektionssystem 
ist abhangig von der effizienten Expression des Selektion smarkergens in Trametes Transformanten. Eur eine effiziente 
Expression sind entsprechende Expressionssignale notwendig. 
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Ir. Trameies versicolor ?ew irken Lxpress.onssignale aus Basidiomyceter. nut uberrascne nde rwe : se ernebiicn hoherer 
hlhzien/ eine funkticneLe Expression als d:e ar.derweidg verfLgbaren Bxpressior.ssignale aus Aswomyceler. Desnalb 
steher hei tier erhndungsgemaEen DNS Vek:oren das pvrG S e 1 ek n on sr: : arkerge n vorzugsweise unter der Kot-oIIc vor 
geneuscher. Kegulanor^elemenlen aus basid;omvce:e:i. 
s Vcrzupswcise sier.: das pyr G-Ger. ur.:er der Konirolle der ihni vergeschalleten 5'-Promotorregior. sowie der ihn. nacb- 
geschalieten T-Temiinatorregi or. I*in DNS -fragment, bei dern das pyr G-Gen aus Schi/ephyllum commune unte: Kon- 
irolle derLxpressionssigna.e des pyrC-Gens au> Sch:/ophyllum commune sieht. ist von I roeliger el ai.. Gene i 1 989 f 83. 
i8 7 3*33 heschneben Weiterhm kann das pyr G-Ger unter der Konirolle von pApressionssignalen aus fiasidiomycete*^ 
Menem die verschieder. \o:i dene:, des p>; G-Gens sind Zu der. Bxpressionssigr.aier.. die diese Function erlullen. geho- 
]c ren GAPDI * -Promeicren filamer/oser PL/e aus der Klasse der Basidiomyceten. wie /. B. Conolus hirsutus. Phanero- 
c.naele chrvsesponam. Agarieus oisoorus ode: Trameies versicolor, der OCT-Promoior aus Coriolus hirsutus, der Promo- 
:or der Laccase I ode: der Lac ease IT. aas Tranietes versicolor sou ie der Terminator des GAPDH-Gen> aus Aeancus bi- 
sporus ode: die Terminatorer. aes Laccase L bzw Laccase HI ( Tens' aus Tranieies versicolor. 

bescnders bevorzugt is: ein Vektor. de: nil ; Be: spiel neschr.erer u:rd, bei ae:;. das pyr G-Ger. aas Scm/ophvllun. 
15 commune unter KontmlL der Lvprcssionssignaie des p\r ( I-Ger> aus Schizophylium commimc sieht 

Das pyrG-Gei: ka:::: iede> Gen sein. aas fur em Protein m.: Je: en/ymat:schen Aktivita: einer Oroiulm-5'-Phcsphal- 
decarhoxvlase Kodieri lie vor/ -ct s:ammt das pyr C-G»en aus e:nen: hlamemosen Pilz aus der KJasse der Basidiomvce- 
:en, wie / 3. Aeancus bisporus. Pnanerochae:e enry sosponum. Goricius rcrsjtus. Poiyporus pinsitus. Scmzophvliun. 
commune oder Trameies versicolor. 
:ii Be senders hevvr/ug: is: das py G-Ger aus Sehi/opbv Hum con v.une und Tranietes versicolor 

K-rner betnlit die hrhndung PUzstamme der Lmerklasse der Basidiomyeetem die dadurch gekenr./eichnet sind. da;:. 
Me einer. ertindungsgernaBen DNS-Veklor entnalten. 

Diese Pilzs limine sind zur eft: zi enter. Expression und Sekretior vor. Proieinen betahigt . 

Insbesondere die tiiamentosen Pi lye der Cattung Tranietes. C'oriolus und Poiyporus zeigen eine stark erhohte Expres- 
> sion und Sekretion von Proieinen. 

Somii betnrtl die Ertindur.g mshesondeie audi n I amen I use Pilze der Gattung Tranietes, Conolus und Polvporus. doe 
dadurch gekenn/eichnet sind. daJ-. sie einen ernnoLngsgcmaber, D\.s-Vektor entnalten 

Be: den expriinierien und sekre:ierien Proieinen kann es sich un: heterologe Proieine oder abe- uni hornologe Pro,e:ne 
nandeln. 

mi Vor/ugsueise handelt es s-cb ion eine Laccase. Solehe Laccasen sind beispielsweise aus dern Stanim Traineies vcrsi- 

coloi bekanni iBe:spiele la: L^ccasegei ; e sind das C-er. :u: Lac cast I; SLg VJ NO. 1. Base ll^o ; ; 1 2. ,>der das ( -j- lur 

Laccase ID- SFQ JD NO: 2. Base 54s 25-2 

Die Briir.dang beinlTi soniu aucb eir. Ver.anren /ur Hers;ellung von Proieinen uelches dadurcii gekenn/eichnet :si. 

daB das crtinaungsgemaDe Lxpressionssv sieii. m an sich bekannier Weise /ur Proiemproduktion eingesetz: wird oder 
•s da(S em Pil/.sranun der nach dern e-tindunL' k gei:..ii'er Verlahre- rerge<iell: u ..-de in an sich nekannter \rt und Weise kul- 

tivier. wire. 

StL'he Hcrstcli.:nc>vcrtahrcn si no ^cspiclsueisc '->ckar.rr aus GA AN 96-20? U2, Bggcn cl al.. ApP- Br.v:ro»n. Mi- 
crobioi M9 l yC ) 02. llo! -".15S. Marline/ e* al.. App. Microbiol B.otecnnoi. (1994, 41. XK' .VU. tH ier WO 'yMNZll 

Die tcigenaen Qeispiele dienen der uciterer Lrlauterang der Lrlind^ng. Die in den Iieispiclcn verwendeten Standard- 
4o methoden zur Behandlung v on DNS oder KN> . w ie die Behandlung mil Restriktionsendonukieasen. DNS Potymerasen. 
Revcrser Transcriptase etc. sowie die Standardveri aliren wie Trans: 'orr.iation von Bakienen. Southern und Northerr. 
Analyse. DNS Sequenzierung. rariioaktive \Lrkiening. Screening und PC*R-Technologie wurden, wenn nichi anoers an- 
gegerten. durchgelahrl uie urn; Her.Meiier emplonien oder wenn keine Herstelieranieiiung vorhanden w ar emspreenend 
dern aus der. Standardiehrbuchern bekannter ,s:anvl der Technik 

as 

1 . Beispiel 

Lerstcilung von Tranietes Protoplaster; und kegenerierung vor: Pil/kolon;e:: 

so Fur die Gew:r:nung \on Protoplasien verwende; w urden die dikars oiiscnen Slamiiie Trameies versicolor TV-; (hinler- 
legt bei der DSMZ DeuLschen Sammlung von Mikroorganisinen und ZeUkulturen Cjmbll, D-38124 Braunschweig unier 
der NuimnerDSM 11523). Tranietes versicolor 3H070 ( erhaltlich von American Type Culture Goliection. Rockville. MD 
2U852 USA) und der monokaryouscne Stamm Trameies versicolor F2 1 CKJ fhinterlegi bei der DSMZ Deutschen Samm- 
lung von Mikroorganismcn und Zcllkulmrcn GmbH, D-38124 Braunschweig untcr der Nummer DSM 11972 ; Myccl 

55 von Trameies versicolor wurde zuerst durch Anzucht fur 7 Tage be: 28°C auf Malzagarplatten 0<7c Malz ExLrakt. U.3Cc 
Pepton aus Sciabohnenmehl. \,5 r A Agar-Agar. pL 5.0) gewonnen Von den Malzagarplatten wurden drei Stucke ausge- 
sian?t unddarni: 100 ml steriles 1.5^ MaUextrak: Medium i}9 Mai/ F.xfrakt. 0,3^ Pepton aus Sojabohnenmehl. pH 
5,0j in 5CX) ml Hrlenmeyerkolben, bzw 125 ml des stenlen Mediums in 102 cm 2 ZellkulturgelaBen. angeimptt. Die Kul- 
tur wurdc ohnc Schiittcln fiir 7 Tagc bei 28 C inkubicrt. Ms die Kulturfltissigkcii dicht nut cincr Mveclmattc bewachsen 

60 war. Die Kulturllussigkeii wurde abdekanuerl und Insches Medium /ugegeben (30 ml lur das Mycel einer 100 ml An- 
zucht). Das Mycel wurde mit einem Ultra Turrax f'95(X) rpm. 4 mm) homogemsiert und unter Schutteln bei KK) rpm fur 
weitere 18 h bei 2S C C inkubiert. 

Die dut diese Weise hergestellte Mycelsuspension wurde durch Zentrifugation fur 5 nun bei 1500 rpm t'2000>gl ge- 
crntct und das dabci crhaltene Myccl drcim.il durch suspendieren mit 0.1 M MgS0 4 , 0,6 M Saccharose. 0.1 M Phosphai. 

65 pH 5,8 (OMT-Medium ) und anschliebendev Zentritugieren gewaschen. Das lsolierte Mycel wurde gewogen und bis zur 
Behandlung mil iyuschem Enzym bei 4 : G aufbewahn. 

Protoplasien wurden foigendennaBen hergesteilt: In einem stenlen Erienmeyerkolben wurde Mvcelium eines Kolbens 
in 15 nil einer insch hergestellter. und stenlnltricrten Lc^sung des lytischcn Enzymgerntsches Novczym 234 (3 mg/ml. 
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Novo Nordisk, BagsvaercL Danemarki in OMT-Medium suspendiert. Das in der Enzymlosung resuspendierte Mycelium 
wurde bei geringer Drehzahl (80 rpm) auf einem Schuttelinkubator (Mors) fur 1 bis 3 h bei 30°C inkubiert. Wahrend der 
Inkubalion wurde die Bildung der Protoplasten im Mikroskop beobachlel. Frei bewegliche Protoplasten waren ublicher- 
wcisc nach 1 h zu sehen. Der Endpunkt der Protoplastierung wurde durch visuelle mspektion im Mikroskop bestimmt 
und die Protoplasten durch Filtration iiber Glaswollc in einem Glasfilter von restlichern Mycelium abgetrennt. Die Glas- 5 
wolle wurde sorgfaltig mil eisgekuhltem OMT-Medium gewaschen. Protoplasten warden durch Zentnfugauon der Sus- 
pension in einem stenlen Probengefatf isoliert (2000 rpm: 2500xg, 4°C. 10 min). Die weitere Dearbeilung der ZeLlen er- 
tolgte bei «i°C Das Protoplasienpellet wurde durch suspendieren in OMT-Medium gewaschen und durch Zenfrifugation 
reisobert. Bei Bedarf wurde der Waschschritt wiedcrholt. Die Konzentration von Protoplasten wurde unter deni Mikro- 
skop in einer Zahlkammer bestimmt. Die Protoplastensuspension wurde fur Experiment /ur Protoplastenregeneriemng in 
oder fur Transiorinauonen auf eine Kon/enlralion von 1<1U* Proloplaslen/ml eingeslelll. 

Fur Regenenerungsexperimente wurden von der Protoplastensuspension Verdunnungsreihen hergestellt und auf Agar - 
platten ausplattiert, die 1.5% Malzextrakt. 0.1% Tryptiease Pepion, 2% Glucose, 1.5# Agar und zur osmotischen Stabi- 
hsierung 0.4 M Mannitol enthieltcn. Auf diese Weise wurde der Anteil an uberlebensfahigen Zellen bestimmt und gete- 
stct. ob die crhaltcncn Protoplasten zu mycclartigem Wachstum rcgcncricrt werden konntcn Auf die gleiche Wcise 15 
wurde auf osmolisch nichl stabihsierten Flatten (ohne Mannitol) der Anteil an osmotiseh stabiien Zellen <z. B. Mycel- 
fragrnente) bestimmt. Nach Inkubalion bei 28 : C fur 7 Tage wurden die erhaltenen Kolonien gezahlt. Der Anteil uberle- 
bensfahiger Zellen aus einer Reihe von Prctoplastenpraparationen betrug ca. 0 5%. Diese Hrgebnissc zeigen. dai3 von 
Trametes versicolor uberlebensfahige und regenencrbare Protoplasten fiir Trans format ionsexperimente hergestellt wer- 
den konnen. ?i> 



2. Beispiel 

Isolierung von pyr G-dehzieritcn Mutanter. von Trametes versicolor 

?5 

Auxoirophe Mutanten von Trametes versicolor rnit einem Gendefek: im Pyrimidin Stoftwcchsel (pyr-Mutanten.i wur- 
den in Anlehnung des in Boeke el ah. Methods En/ymoi (1987; 154, 164-175 beschnebenen Vcrfahrens isoliert. Als se- 
lektives Agens wurde die genoloxische Subslan/. 5-Fluor-Orotinsaure (FOA) verwendet. Mulagenese von Trametes ver- 
sicolor Protoplasten erfolgte durch UV-Behandlung 

4t) 

A: UV-Mutagenese 



Fiir die Mulagenese verwendet wurde der im 1. Beispiel beschriebene monokaryonlische Stamin Trametes versicolor 
F2 100. Protoplasten dieses Stammes wurden hergestellt wie im 1. Beispiel beschrieben. 

Fur die Mutagenestj wurde ein BioRud UV- "Linker (5 8 W/cnr. Ah stand von der UV- Quelle 16 cm) verwendet. Die ^ 
Zahl der fur die Mutagenese verwendeten Protoplasien betrug bxlO '. Protoplasten von Trametes versicolor wurden in ei- 
ner Pctncschalc vorgclegl und fiir vcrschicdcn langc Zeilabschnittc mi! UV-Lichi bestrahl: Dahci stclltc sich hcraus. daP 
unter den bescliriebenen Bedingungen eine Bestrahlung fii; h0 sec optimal fiir die nachioigende Selektion auxotropher 
Mutanten war. 

40 

B: Selektion von Undm auxoUophen Mutanten 
Fur die Selektion von Uridin auxolropiien Mutanten wurde fclgendes Mimmalmedium (MM) verwendet: 



Glucose 


20 g/1 


Agar 


15 g/1 


Kaliurndihydrogenphospbat 


1 gA 


Magnesiumsulfat 


0.5 g/1 


Dinatriumhydrogenphosphat 


0,1 g/1 


Adcnin 


27.5 mg/1 


DL- Phenvlalanin 


0.15 g/1 


L-Asparagin 


2.5 g/1 


Thiamin 


0.48 mg/1 


Calciumchlorid 


10 mg/1 


Fiscnsulfat 


10 mg/1 
2 mg/1 


Kuptersulfat 


Zinksulfat 


1 mg/1 


Mangansulfat 


1 rng/1 


pH 5.0. mit Schwefelsaure eingestellt 





Fiir die osmotische Stabilisierung ven Protoplasten wurde das MM- Medium mit 0.6 M Saccharose supplementien 
(MMS-Medium). Fiir Fliissiganzuchten wurde das MM-Medium ohne Agar hergestellt. 

Zu Bcginn wurde das MMS-Medium mit vcrschiedcncn Konzcntrationcn FOA sowic 10 mM Uridin supplementien, 
urn die Wachstumseigensehaften auf seiektivem Medium fiir verschiedene Trametes stamme zu charaktensieren. Es 65 
stellte sich heraus. da6 MMS-Medium mit 1,5 mg/ml FOA und 10 mM Uridin (selektives MMS) das Wachstum der un- 
tersuchten Trametesstamme vollstandig unterdruckte. 

Platten mit seiektivem MMS wurden mit UV-mutagenisierlen Protoplasten (in Abschnitt A beschrieben) beimpft und 
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2: Tage bet 28 °C inkubier. Ijii Gegensa:/ /.j men: mutagenisiener. Prcioplasien w urde das W&chsiun. von 35 Kolomen 
neobachie:. Diese pelent:eUen pyr-der.ziemen Mutamer. u jrden. um den Undin ajxotrophcr. Phknotyp naher zu charak- 
terisieren, auf MM-Plunen, M\'-P'ai:e- mil ](■ niM Uridin md seiekrven MM-Piatien ausgebracht und das Wachstur 
z jiii AusgaTigsstamm r2 1 > verglichen. Dabei zeigten von den 35 ^epu'iac.i Kolonieii dre: TrameteMiiutanten eindeuug 
> e:nen pyr-defizienien Phanetyp Dies ist in der Tabelle *. dargesielh 

Tabci.e 1 

Wachstjm von Trameles vers:co*or Mutamen aut vcrseh:euenen MM-Medien 

10 



Statnm 


MM 


MM * 10 mM 
Uridin 


MM + 10 mM Uridin 
* 1,5 mg/r.1 FOA 


F2 100 


+ 




1 

1 


F2 I0CB11 






i 
i 


F2 1CCB14 






i 


?2 1C0B16 





G: Ideniir.zisrung \cr. pyr G-Mutanler. 

Die Mulagenese mi; K)A kar:r, em we der /.u Mulanlen ::n p\r 1 Gen (Orolsa jre-Pnosphoribosvhransferase ■ oder in. 
gewjnsch'.er p\r G Gen Orotodin-5 -Posphaideeorbox \ lasc> llr.ren. pyr G Mm amen und pyr F Mutanten wurden difle- 
M) ren/.ien durch Transfer" an on hp: dem pyr G ( ien aus Schi/nph\i;uni commune iPiasmid pSCpvrG siehe 3. Bei spiel i 

Vor. den drei in iahede 1 aulgeruhrter. pyr-deti/ienien Maiar.len kon.r.ten nach Iranstomiatk r. mil den. Pjasmic 
pSGpNK.'- Koionicn aiil"MM-Mcd:;im bcohacr.te: werden. Dies r.circ danut hin. fiat uUc drci Mma^er. denziem tin pyr 
G Ger: waren. Derpvr G-deiizienie Trances versicolor Slaiiin. E2 KK)bl 1 licC s:ch;.e*ioch ::.u einer ca. lOlach hdherer. 
Ilnutigkeit t ra n sibrmie re n. so da:.; dieser Stainn. :ur die ueiteren Uniersuchungen veruendet wurde 

Re- der Sfammen Tramefes versieoin- F2 1(jOB1UF2 Hh»K 14 md F2 -OOB'.fi handeli es sich um die ersten hisher he- 
schncbenen pyr G-denzienten Stamme von Trameles vers:co.or. Diese p>; G-dehzienter, Stamme konnen als Wirtsorga- 
nismen dienen fur die hisher nicht -icschne'-vnc Transform::':.^ von Trameles versicolor ur.d sine soim: neue wertwlie 
W:rtsorganisnien f'u: die Pro:eme\pressio;: und Prole:;isekreiion in tilamemosen Pd/en aus der rClasse der Basidioii;\ce- 
:en. Die Yerwendung des Starnmes 12 limlil ! /u diesern ~/m eck uird in den tolgenden Beispicier. neschneben 

40 

3. fieispiel 

. r-::slormalier. von p>r G au.\oirophen Irameies versicolor Slatinnen nn: de:n pyr G-C : er. aus Sehi/op::v Hum eoiinm-rie 

JS A: Isolicrung da^ pyr (i (iene aa! Schizophyllum eoinmune 

Die isolierunc und DNS-Sequen/ des pyr G Gens aus Se-:/opnyllun: commune [in dcr Publikalion be?eichne! als 
I'PAl Gen ist beschneren in Proeiiger e: al.. Crerie (IMS 1 ' S3. 38^ 393. Myjeuum von Sehizophyiluir. eoiiuuurie 
(Stamni ATCC 442U1. bczogen von der ATCC Arnencar T\pe Gultiire (\illection. 1230; Parklawn Drive, Roekvilie. 

so Maryland 20852- 1 7 76. USA) v\ urde in Mal/extrakLinediuin hergesielli wie iin 1. Beispiel fur Trameles versicolor be- 
schnehen. Die Lsolierung von chromesomaler DNS tolgie ebenialls der Methode fur Trameles versuoior und wirxi im 4 
Besspiel beschneben. T )as pyr (■ (r L >n wurde aus chromosoniaier DNS von Schizophyllum commune durch P(*R ampli- 
riziert. Dazu wurden die Primer A und B veruendet (ab^ieleilel von der publi/.ierten Sequen/ in F*roeiii:er et al.. Gene 
(1989) 83, 387 -393). mil denen neben dem kodicrendcr. Bercieh auch Promoter- und Tcrminatorsccucnzen amplifizicn 

S5 werden konnten, 

Primer A: 5 ' -TCCAGCTCGACCTTGCGCCGC-3 ' SEQ ID NO: 4 
Primer B: 5 ' -GGATCCGACGTGGAGGAGCCG-3 ' SEQ ID NO: 5 

KTv-AmpHftkationen wurden entsprechend dem Stand der Technik nach den Angaben des Ilerstellers (PGR Kit von 
Siratagene) durchgefuhrt: Es wurden 200 ng cnrornosomaler S. commune DNS in einer UK) pi ?CH Reaktion emgesetzt. 
die den vom Hersteller bereitgestellten Puffer enthiell und dariiberhinaus 1,2? V Ptu Polymerase, le 0,2 mM der vier 
dNTPs (dATR dCTP. cGTP. HTTP) und jewcils 100 pmol der Primer A und B Die wcitcrcn Bcdingungcn zur spcziri- 
es schen Ampldikation des gewiinschten PCR-ProdukLs waxen: 5 nun bei 94X, gerolgt von 25 Zvklen von 1 nun bei 94°G, 
1 .5 min bei 50°C und 2.5 min bei 72°C sowie abschlieBend 5 nun bei 72°C Das gewunschte PCR-Produkt von ca. 1 .6 kb 
GroBe wurde durch Agarose Gelelektrcphorese geremigi und in den PCR-Scnpi SK(+) Vektor (Straiagenej klonien und 
E. coli iransformiert. Aus der Anzuchr transtormierter E. coh wurde das Plasrrud isoliert. Von emern positiven Klon 
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wurde durch DNS-Sequenzanalyse des Insens bestatigl, daB da* S. commune pyr G Cien amplif.ziert worden war. Das 
Plasmid mil dem S. commune pyr G Gen wurde pSCpyrG (Fig. 1 ) bezeichnet. 

B. Translurmation van Trametes versicolor pyr G derizienten Slammer. 

5 

Protoplasien von T. versicolor F2 100B 1 1 I siehc 2. Beispie! ) wurden nach dem im 1 . Beispiel beschriebenen Verfahren 
hergestellt. Dabei war das Anzuchtsmedium fur den auxotrophen Stamm mil 10 iilM Undin supplementiert worden. Es 
wurde mil dem Vekior pSGpyrG (beschrieben in Abschnin A) transformien. 

Wie im 1. Beispiel beschrieben. wurden Protopiasten von Trametes versicolor F2 10UB11 hergestellt und in einer End- 
konzentration von lO^/ml suspendiert. In Inkubationsgefafien von 1 2 ml Volumen wurden 0. 1 ml Aliquot* der Protopla- in 
slen mil je 10 pg DNS des Plasmids gemischt und ?0 ruin aufEis inkubierl. Danach wurde langsam und unler wiederhoi- 
lem mischen 1,25 ml einer PEG4000 Uosung zum Transformationsansatz gegebcn. Nach weileren 20 min Inkubalion bei 
Raumtemperaiur wurden die Reaktionsgefatfe mil dem im 1. Beispiel beschriebenen OMT-Medium aufgefiillt. gemischi 
und 10 min bei 4°C bei 2000xg zentnfugiert. Die Pellets wurden resuspendiert und auf osmotisch stabihsierten MMS- 
Plattcn ohnc Uridin fbeschncbcn im 2. Beispiel) ausplatticrt. Die Plallcn wurden bei 2S"C fur 14 Tage inkubierl und auf 15 
Wachstum von Kolonien uberprutt Bei verschiedenen Expenmenten wurden Transformatiorisraten von U.I -3 Transfur- 
manten/pg Plasmid DNS er/ielt 

G: Reinigung dar Transformanten 

?o 

Mycel der erhalienen Transformanten wurde gepickt und durch ausplattieren auf f risen e Platien mil MM-Medium ge- 
reinigi. Dabei wurde das Inokulurn punktfonnig in der Milte der Platte aufgebracht. Nach Inkubalion fiir 7 b:s 14 Tagcr. 
bei 28°G konnte ramaies Mycelwachsium beobachtet werden. Dieser Reinigungsvorgang wurde wiederholi. wobe: das 
Mvcel fur das Inokuium vom Rand der erslen Reinigungsplatte entnommen wurde. MM-Platlen wurden dann emeut mil 
Inokulurn derzweiten Reinigungsplatte inokuliert und bei 2^°C inkuhien, bis die Platten volkliindig mil Myce! bewach- 
sen waren. 

D: Analyse dar Trans forman ten 

Transformanten vnn Trametes versicolor minels Southemblot Analyse auf die Integration des ''lasmids pSCpyrG un- <i> 
tersucht. Dazu wurde von verschieaenen 1 ranslormanten und ais Kontrolle dem pyr G dehzienten Slamm F2 100BU 
Zcllmvccl in Flussigkultur hergestellt (sich^: 1 . Beispiel. Malzcxtraktmcduim, mil 10 rnM Uridin versetzt i Von dem iscv 
lienen Mycel wurde chromosomale DNS isolierl wie nachlolgend im 4. Beispiel fur beschrieben 

Von den uniersucnten Stanimen wurden ic 1 pg der cnrornosomalen DNS und 100 ng des Plasinids pSGpyrG durch ei- 
nen Doppelverdau mit Not I und Fco Rl gesehnitien. ;mschiie:>enri durch Agarose Gelelektrophorese getrenm. auf Ny- ^ 
lonfiiter (Qiagem geblottet und mit einer radioaktiv markier.er DNS-Sonde hybridisiert. die spezinsch fur das pyr G Gen 
aus Schizophyllum commune war. 

Die DNS-Sonde wurde \orbereitel. indent das Plasmid pSGpyrG durch einen Doppclverdau m;t Not I und Ecu RJ ge- 
schnitten und das dabei entstandene 1.4 Kb lange DNS-Fragment des pyr G Gens dur^h prapara'ive Gelelektrophorese 
isolieri wurde. Das 1.6 kb lange pyr ( --spezifische DNS-Fragment wurde mit a-[32JP-dATP radioaktiv markien ("Ran- 40 
dom Priming" Kil, Boehnnger Mannheim). Frcic Radioaktivilat wurde durch Ghromatographie uber Sephadex G25 
(Pharmacia) abgetrennt Die spezifische Aktivitiit der radioaktiv markierten DNS-Sonde betnig 1x10 cprn/ug DNS Die 
Hybndisierungsiemperaiur fur die auf Nylonliller geblolleie DNS mil der radioaknv rnarkierlen DNS-Sonde belrug 
60°G. Ansonsten wurden die in der Fachlitcratur beschriebenen Bedmgungen fiir Southemblots eingehalten. Southern- 
blois wurden durch Autoradiographic ausgewertet. Dabei konnie das 1.6 kb lange pyr ( j-spezihsche DNS-Fragment nur 4s 
tn den Transformanten, mcht jedoch in dem Uridin-auxotrophen Stamm F2 100B11 nachgewiesen werden. Dieses Er- 
gebnis oestatigt, dais bei der Transformation des Uridin-auxotrophen Stammes Trametes versicolor F2 100B11 das Plas- 
mid pSGpvrG in das Genom integnert worden war und z.ur produktiven Expression des Seiektionsmarkergens pyr G 
iuhrte, wodurch die Uridin Auxotrophic dieses Stammes koniplementiert wurde. Uberraschenderweise wurde dabei auch 
ersunals feslgesielll. daB die Expressionssignalc des pyr G Gens aus dem Basidiomyeelen Schizophyllum commune 5i> 
auch in Trametes versicolor funklionstahig sind. 

4. Beispiel 

Klonierung von T. versicolor Laccase Genen 55 

A: Herstellung einer chrornosomalen Genbank auf Trametes versicolor 

Gcnomischc DNS von T. versicolor wurde aus dem Mycel einer Schuttclkolbcnkultur isolicrt. 1 g Mycel von T ver- 
sicolor wurden in Gegenwart von Ilussigem Slicksloil mit MoTser und Pislill /u einem leinen Pulver zerrieben. Das Pul- 6n 
ver wurde in einem sterilen ProbengefaB aufgenommen und sofort mit 5 ml Extraktionslosung (0. 1 M Tris-IICl, pi I 8.0. 
0.1 M EDTA, 0.25 M NaGl. 0.6 mg/ml Proteinase K) und 0.5 ml einer 10<£ (w/v) Natriumlauroylsarcosinlosung versetzt. 
Nach Incubation bei 50°G fiir mindesiens 2 h wird das Gemisch mit 0.85 mi 5 M NaCi und 0.7 ml einer 10% (w/v) 
CTAB-Losung in 0.7 M NaGl versetzt und 30 mm bei 65 °C inkubicrt. Nach Zugabc von 7 ml cincs Ghloroform-Isoamyl- 
aikoholgennsches (24 : 1) wird der Ansatz gesehiittelt und die beiden Phasen durch Zentrifugation gelrennt, Die wass- 65 
rige Phase wird entferni und chromosomale DNS durch Zugabe von 0.6 Vblumenanteilen Isopropanol gefallt. Die ge- 
fdllie DNS wird anschheBend uber eine Saule (Qiagen Genomic Tip) gereinigt. Auf diese Weise konnien aus 16 g Mycel 
0J) mg chromosomale DNS isoliert werden. 
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Zur Herstellung cier ehroniesomalen Oenbank wurden V ' cnromcsomale DNS von Trameies versicolor TV- 1 in ei- 
nem Partialverdau nut Sa~ *A gesehnuten urn: u«rch Agarose Geklektrophcrese aatgeirenr.;. Die chromcsoniaien DNS- 
Frag** ente wu-den ir C-rSKenbcreich \rr 5- 2:> kb und grolit?- 20 kb i soli on und /.eweils in nm Ham Kl voreeschnitrene 
Lar:.hd.i-Phagen rdoniert (Mratagene Klonierun^ssystem). Von der 5 20kb DNS-Prakuor: wurden 4a Kr Phagen/ u-g 
Vektor-DNS .md son der DNS-Eraknor. grofier ~o %? warden 5x1 J" ?nager./.i£ Veklor-DNS erhaiten. Die Imager, war- 
den durch Intekucr. aes H coli Stammes XL-1 Blue MRP" amplihziert. 

H; Isolierurg ene- Lacease-spezihsehen DN'A Sonde: 

Kmc DNS- Sonde /ur Isolierani: vor. I.aecasegenen warde durch PCR-Amplifikation aus T. versicolor genom: sober 
DNS urn deyenenerieri Pnmeri. er/.eugi. Die de^erienenen Pnmer wurden. arinand ernes Se«juenzvergleichs bekanmer 
Kaccasegene konstruiert. Es wurden. die Am.inosauresequenzen der in der EM3L Gendaienbank entnaltenen Laccase- 
gene von Neurospora crassa. (cnclus hirsutus, Pnlebiu r^d:a;a, Agarieus hispons unc eines nicnt nahe: charaktensienen 
hlamentosen Pil/.es aus der Unlcrk.asse cer basidiomyceten vcrglichen. Durch den Sequen/vergleich konnten vier Pep- 
tide mi' einer Lar.gc vor, 5 bis "* Ammosauren idcntinzier wcrden, die ir. alien Laccascn vohstandig Konsc-vicn w aren 
I nter Berucksichl;gu:i£ degeneriericr (\\h>n.s wurde:. diese Peptide ii; DNS zur u ok aberse:/:. urn degenenerle Pnmer 
ner/ustellen. Die Pnmer hat'.en die lolgenden Secaen/en 

Primer C: 5 1 -T33CAYGGN7TYTTTCA- 3 ' SEQ ID NC : 5 

Primer D: 5 ' -TCDATRTGRCARTG-3 1 SEQ ID NC : 7 

Primer E: 5 » -ATTCAGGGAXCCTGGTAYCAYWSNCAY- 3 ' SEQ ID NO : 6 

Primer F : 5 1 - ATACG AGGATCCR TGNCCRTGNAPJR.TG- 3 1 SEQ ID NC : S 

Pnmer }■'. and : emhieliei. im 5 -riereioh emc bir.i 1 : 1 Scmuttstelle ( ur.ierv.nchen : unc. carar. anpesenlossen leweils me 
e n r s p re e n e n de d eg e n e n e r ! e I . a c c a s e s eq u e n /. . 

PCK.-AmpliiikaUor-.er: w urden enisprechend dein S.ami der Teehnik naci: den Ariganen des Hersteliers PGR Kit von 
Perkm Elmer • durchgetlmrt: In e:ner ersten ?(*?. Reakiion wurc.en 200 nc ehromosomaler T versicolor DNS in einer 
l(X)ul PGR Reaknor. eingeset/t, die den vvv Hersieller hereugestellten Putler entnieh umi danfherhmauv 1.25 1' Tad 
Polymerase. 1,25 i:.M MgGF. ;e C.2 ::AJ der v.erdNI"^ (J ATP. dCTP. cCTP. dTTP) undjeweiks lOdpmolder Pri::.er( : 
und D Die weiicren Bcdingunjicr /ur spe?insohen Ariiplinkation des ^cwunsehtcn K'R-Produkts warcn: 5 min ne: 
^4"C, ^eK>lt.'i \on 7 Zvrden von d.5 min bei W C 1 nun bei 40" C und 15 min bei (>()' (' souie 3U Zv klen von 0.5 mm bei 
C M°C 1 nun bei 50°C und Z.5 nun bei 72 '(*. '. u! cler ersten PCR-Reaklicn wurden in einer /weiten IX'R-Rcaktion ein- 
L'eset/i. die ilarjnerhinaus 1 .25 I ' T a,j P(>1> nierase. ' .25 rv VI Vl'C ie 0.2 niM der vier dNTPs und jeweils KK) prnol der 
Primer E und F enthiei; Die we:teren bedinguniien /ur spe/.ihschen Amplinkation des gewanschten PC*R-I'*rodukls wa- 
ren: 5 min bei <U"C, <ic:"olci vor. " Zvk-cr. vor i.> nun bei l A ('. \ inir. be: 40' C und 2 5 nun bei o< v 'C sou:,- ?•.) Zvkier. 
von C.5 min bei 94 C. 1 min hei .V> 'C u:id 2.5 mm bei 72"C. E> wurde em PC'R-Prodakl von ca. 1,] kb emalten. Das 
PCR-Produkt wurde a arch Agarose Ceielekirophorvse gerein;^:, mil dem Resiriktionsen/ym IJam IE geschnitten und :n 
einen mil Bam HI geschniuenen pl.'ClS Vekur kk.men und I:. co!i translonnier;. Aus der An/uch: transfonnierier 1; 
coli wurde das Plasniu: tso.ieri. DNS-Seu jen/analvse vom 5 - and 3-Hnde bestatigte. dai: es sich bei dem klonienen 
DNS-Fragment um da< Fracmeni eines I accase^en -; handelte. 

Zur Vorbereilun^ der DNS-Sonde [ur uas Screening von l.aeeascgenen wurde das l.aecase-s[x;/.ilisetic PC' R- Frag men; 
durch Behandlung mil Bam IE ausgeschnitlen. uber Agarose Hlektronriorese ischert und mil a-[32]?-dATT radioaktiv 
markien ("Random Priming" Kit, hoennnger Mannheim). I reie RadioaKtivitat wurde durch Chromatographic iiner Se- 
phadex G25 I'Pharmaeiai abgetrennt. Die spe/.itische Aktivitat der radioaktiv inarkierten DNS-Sonde betrug 1x10 
cpm^i^ DNS. 



C v Isolierung chromosomaJer Laccasegene 

Es w urde die im Abschnitt A bcscnricbcnc chromosomale Cienbank von Trametes versicolor TV- 1 verwende; Da^ 
Screening nach genonnschen Eaecase Cienen wurde nach den Srand der Technik riurchgefuhn. Ir einer ersten Screenin- 
grunde wurden Zellen van E col: XL-1 Blue MRF aur" 1 0 Pelneschalen z.uersl kultivicr: und dann mit M)»J0C Phagen der 
ohromosomalen Gcnbank (5 ■ 20 kb Erak"ion. sicne 4 Bei spiel] pro Pclricschalc infizicrt. Nach Inkubation bei 37'"C uber 

55 Nach: wurden die neu gebildeten Phagen auf Nylonhiter (Stratagene.) iransferien. Die Filter wurden dann enisprechend 
den Empfehlungen des Ilerstellers nut der radioaktiv markienen Laccasc-spczifischen Sonde isiehe Abschnitt B) hybri- 
disiert. Die Hybridisierungsiemperaiur betrug 45"C in einem HyhridisierungsputTer mit 50** Forrnamidgehalt. Positive 
Klone wurden gepickt und durch Wiederholung des Screening vert alirens gereinigt. Nach drei Runden der Vereinzelung 
wurden bei dem Screening 20 stark hybridisierendc Phagcnklonc isolicrt, die nach einer Vonichrift des Hcrstclicrs (Stra- 

60 tagene) durch "in vivo excision' in den pBK CMV Vekior (Slralagene) umklomen wurden. Analyse der KJone durch 
Verdau mit Resunktionsendonuoleasen und DNS-Sequenzierung ergab. daB es sich bei 15 der 20 Klone uni Laccaseklone 
handelte. Es wurden zwei verschiedene Laccaseklone erhalten. Die beiden Laccasegene erhielten die Bezeichnung Lac- 
case I und Laccase IE. Die Plasmide nut den beiden Laccasegenen wurden als pLacl(X) V SEQ E3 No; 1 ) und pLac300 
(SEQ ID No: 2) bczcichnc:. Bade La ccascgcnc cnthielten neben der Scqucnzinfonnation fiir das Stnikturgcn (kodicrcn- 

e5 der Bereieh) auch Sequen/inlormatiun m der Region 5 vor dem ATG-Startkodon (Promotorbereich) sowie Sequenzin- 
formation in der Region 3 nach dem Stopkodon (Termmatorbereich). Es handelt sich hierbei urn neue geneUsche Regu- 
lation sele men te fur Trametes versicolor, die fur die Herstellung von DNS-Vektoren /ur Genexprcssion in filaxnentosen 
Pilzen aus der Klasse der Kasidiomyceten verwende* werden Ronnen Tabelle 2 gibt einen Uberblick uber die entspre- 
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chenden Sequenzbereiche in SEQ IT) No: 1 (Laccase I (Jen) und SEQ ED No: 2 (Laccase III Genj. 

Tube'le 2 

Genetische Elemente in SEQ ID No: 1 und SEQ ID No: 2 

SEQ ID No: 1 SEQ ID No : 2 

Laccase I Gen Laccase III Gen 

Promotor bp 1 - 1192 bp 1 - 547 

Strukturgen (rr.it Intrcns) bp 1193 - 3312 bp 548 - 2542 
Terminator bp 3313 - 7986 bp 2542 - 5762 

5. Beispiel 

Klonierung des T. versicolor GAPDH-Gens 
A. Isolierung einer GAPDM DNS-Sonde auf Trameies versicolor 

Es wurde der Siamni Trameies versicolor TV-1 (siehe • . Beispiel) verwenriei. Anzuen* von TV-1 und Tsolieaing von 
chromosomalcr DNS erfoigte wie iin 1 . Beispiel, bzw. 4. Beispiei besehrieben. 

Anhand der puhh/.ienen DNS-Setjuenzrn des GAPDH-Gens aus Phanerochaele chrysosponum CM G. Harm sen e* a. 
(1992), Curr. Genet. 22, 447 454) und des GAPDH-Gens aus Coriolus hirsuius (JP 9-47289 1 wurden Primer /.ur PGR- 
Ampliftkalion eines GAPDH-spezifischen Genfragmer.ts konstruiert. Die Primer halten die folgenden DNS-Sequen/.en: 

Primer G: 5'- CGTATCGGCCGTATCGTCCTCCG -3' (SEQ ID NO: 10) 
Primer K : 5'- CGCCCTTCAAGTGGGCAGAGGCC -3 ' (SEQ ID NO: 11) 

PCR-Aniplifikalioner. wunier enrsprechend dem Stand der Technik durchgefiihrt: In einer P("R Reaklinn wurrier 
200 ng chromosomal er Trametes versicolor DNS in einer IOC' ul PGR Keakuon eingesetzt. die den voni TIerstellcr bcreii- 
gcsiclltcn Puffer enthielt unri dariiberhinaus *. .25 U Tai] Polymerase, 1 ,25 mM MgCk jc 0.2 rnM der vicr riNTPs ( dATP. 
dCiP, cGTP. dTlP) und jeweils 100 pniu] der Primer G una H. Die weiteren Bedingungen zur spezihschen Amplitika- 
tion des gewunschten PGR-Produkts waxen: 5 rnin bei 94°C. gefolgt von 7 Zyklen von 0.5 min bei 94 f (\ 1 min bei 4~' f 'C 
und 1 mm bei 72'"C sowie 30 Zyklen von 0.5 min be: 94 l '-(\ 1 min bei 50T und 1 mm bei 72°G Es wurde ein PGR-Pro- 
dukt von ca. 0.43 kb erhalten. 

Das PCR-Produkt wurde durch Agarose (ielelektrophorese gereinigt, in den Vekior PC'R-Script SK(+) (Stratagene^ 
klonien and H. coh transform] en. Aus der An/.uehl translormierier E. coli wurde das Plasmid isolieri. DNS-Sequen/.ana- 
lyse voni 5'- und 3'-Ende bestatigte. daB es sich bei dem klonierten DNS-Fragment urn das Fragment des P. chrvscsrxv 
rium GAPDH-Gens handelie Zur Vorbereitung der DNS-Sonde fur das Screening von Laccasegenen wurde das Lac- 
case-spezirische PCR-l : ragmeni durch Behandlung mi" Not I und Eco RI ausgeschnitten. uber Agarose Elektrophorese 
isoliert und mil d-[32]P-rtATP radioaktiv markierl (" Random Priming' Kit, Boehringer Mannheim j Freie Radioaktivim: 
wurde durch Chromatographic iiber Sephade.x G25 (Pharmacia) abgetrennt. Die spezitische Akti vital der radioaktiv mar- 
kierien DNS-Sonde betmg 1x10' cpm/ug DNS. 

B: Isolierung ernes chromoscmalen GAPDM-Gens aus T. versicolor 



in 



Es wurde die mi Absehniil A des 4. Beispiels beschnebene ehrumosumale Genbank von Trametes versicolor TV-1 
verweodct. Das Screening nach dem chromosomalen GAPDH-Gcn wurde nach dem Stand der Technik durchgefiihrt. In 
einer ersien Screeningrunde wurden Zellen von E. coli XL-1 Blue MRF auf 10 Petneschalen zuerst kuliiviert und dann 55 
mil 50 000 Phagen der Genbank (5 20 kb Fraktion. siehe 4. Bcispiel) pro Petricschale infiziert. Nach Inkubation bei 
37°G iiber Nacht wurden die neu gebiideien Phagen auf Nylonfiher (Straiagene) rransferien. Die Filter wurden dann ent- 
sprechend den Empfehlungen des HcrstelJcrs mil der radioakliv markierten GAPDH-spezirischen Sonde (siehe Ab- 
schnitl A) hybridisicrt. Die Hybridisicrungstcmpcralur bctrug 58°C. Die Waschtcmpcratur bctrug 58°C. 28 positive 
Klone wurden gepickl. Von diesen wurden 10 Klone durch Wiederholung des Screening verfahrens gereinigt, Nach drei 60 
Runden der Vereinzelung warden bei dem Screening 9 stark hybridisierende Phagenklone isoliert, die nach einer \for- 
schrift des HerstelJers (Straiagene) durch "in vivo excision" in den pBK (TMV Vektor (Stratagene) umkJonien wurden. 
Analyse der Klone durch Verdau mil Reslrikuonsendonucleasen und DNS-Sequenzrerung ergab, daB es sich bei ailen 
ncun KJoncn um GAPDH-Klonc handclte. Anhand cincr Restriktionsanalysc konntcn die ncun Klone in 6 Klasscn cin- 
geteilt werden. Vom Kion mit dem grotften GAPDH-Geniragmenl, be/eiehnet als pGAPTV (SEQ ED NO; 3), wurde die 65 
DNS-Sequenz des verfugbaren kodierenden Bereiches (SEQ ID NO: 3. bp 1543-2387) und ca. 1,5 kb der Promoterre- 
gion 5' vordem ATG Siartkodon (SEQ ID NO: 3, bp 1-1542) bestimmt. 
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C; Beispiel 

Punkiionei'e Verk- Jpiung des GAPDH-Pro- mors mil dem Gen dar Laccase FT 

5 A Klonieren i:l*s Laccase HI Gens ir cen pBi'Jescnp - Veklcr 

Eur die weitere iJearbeitur.g wurdc das Laccase III Ger. aus pLae30C in der. Vekior pBluescnpt umkiomert. Da/- 
wurde das Laccase Til Ger uls 3.5 kb Spe I Srna I F-agment aus dem i?r 4 Beispiel ern.aiienen pBK CATV Vek:o* isiv 
lien unci in den nut Spe I und Srna I \orgeschni turner. pBluescrip:. Vekior subklomert. Da? dahei entstandene 6,5 kb Pias- 
l( rind wurde pLac3(!l genannt p!.ac3< I enrhielt /ur Verjvnupfur.g mi* den. G APD : I -Premier eine. vom pBluescnpt 
siammende Noi I Schmiistelle, uber die inn Jem 3 -Ende des GAPDH- Promoters eme lunkuoneiie Vcrknupiung erstelh 
werden kcnnie i sichc Ahschniti B dieses Beispiels). 

B: Eunktionelle Verknupfang des AT( : Translauonssiartkodor.s des Laccase III Gens mil dem GAPDH-Promotor 

is 

Die 1.5 kp lange Promolorregior. des mi 4 bc:spiel isouerlen GAPDI :-Gens wurdc aus pGAPl'V ;SHQ II) NO: 3, 
stent 5 Beispiel ) als No: I BspL.'l 1 : Fragment isoher. Dane: stammie die No: : Schmttstelic aus dern pBK CMV Vek- 
:oraniei; und die BsplI * 1 1 I Schmtis'ede vom Stan ATG-Kokoh des (JAPDI: Gens. 

Vek:or pLaoO] wuroc mil No! I und partial nut BsplUll I ceschniiier. und das C> kb grolie VeKtorfragmenl. vIjs ur:. 
?o den 0,55 kb gmBen Promnioranteil des Lactase III (iens verkur/i wooden war. isnlien 

Das 1.5 kb lange .Vl [ BspU'".! 1 GAPDK Proinolortragn.cn: wurdc mi: Jem i. kb gruKen Not 1 - Bsplli:". I Vek- 
lon'ragment von pLac3u: ligierl und in :I. coli transtonnier. Aus der An/uch: transit nnierter E. coli wurde das Pia.sir.id 
isoiiert Positive Klone wurden durch Restriktionsanahse und DNS-Secuenziemng uberpriift. Der \5 kb large Vekior. 
in deni das Laccase HI Slrukturger. fanKtionell run dem Promotor de^ GAPD T I-Ger.s verknuptt uorden wax. wurde 
> r>Lac3gap (Fi^. 2) be/.eichne;. I- pLac3gap war die G APT)H- T> romoioTegmr ube- eine Bsplu'l 1 Schnitisielle funkiio- 
nell nu: dem Translations start ATG-Kodon des Laccase III Gens verkr.uplt. 

G: Emba- des S e 1 e rv d oris rn arkerg en? p>r G in den Vekior pLac3gap 

*" /•.:- Vorbereiluni' vu -de in den Veklo- pSGpyrG i- die vom I'nh !inke~ des pCV-Sc-ipi SK -i Vekiors srammende V.cr 
Kl Schnillsrelle eine /usii:/lidie Not I Scr.r.iHsleile eineebaut Da/t wurdc iier Adaptor A nu: der tolgenden Sequcn/ 
verwendcl. 

5'- AATTCGCGGCCGC -3' SEQ ID NO: 12 

3'- GCGCCGGCGTTAA -5' SEC ID NO: 13 

Vekior pSCpyrti w; rJe mil ixo RI linearisieri und mil alr.altscher Phosphatase 5 -dephosphor\liert. Anschiieuend 
vvurde der iinearisiene pSGpyrG Vekior mi: versch:eaer.en Kon/eniraiionen des Adaptors A lijien und Ji. coli translbr- 
4d mien Positive Klone wurden durch Verdau der isoiienen Plasrnid DNS nir Noi I identitizieri.Wobei durcn Einfuhrung 
cine: /weiten Not I Sehnitisielie dav .(. kb giotc Pragmen: des Scni/ophyllu:;. commune Geniragments freigesei/.l 
vvurde. Dieser Vekior wurdc pSC'pyrlJ-Noi genannl. 

Der Vekior pSGpyK.i-Not wurdc mil No: I behandeh und oas Jabei i'reigese;/.ic 1.0 kb grol;>e pyr G Praginen; durch 
Agarose Geielektrophcrese isoiiert. 
45 Der Vekior pLac.igap wurdc run Not I Imeansien und da* 7.5 kb grolie Pragmoni unschlicBend mil alkalischer Phos- 
phatase behandelt. urn die 5'-Phosphatgruppen abzuspahen. 

Das 1,6 kb groBe pyr ( ! Fragment wurdc in den mil Noi I lineansienen und riepnosphorvlicren pl.ac3gap kloniert, E 
coli iraiistoniiien und voi: positiven b. ecu; Irarstormanten die Piasmid DNS isolier:. Positive Transfer manien enliiiei- 
ten das l.o kb pvr G Genfragmenl. Durch Restriktionsanalvsc wurden Klone identiri/ien, bci denen die Oneniiening des 
50 pyr G Seieknonsmarkergens gleich wie die des Law-case III Gens war, Der Vekior von 9,1 kb Lange. der neben Jem Lac- 
case III Gen auch das pyr G Selektionsniarkergen enlhielt, wurde pL3Gpyrtj dig. 3) be/.eicnnel. 

7. Beispiel 

55 "Jberprodukiion von Laccase III in Trameies versicolor 

A. Transformation von T. versicolor 

Protoplastcn von T. \crsicolor wurden nach dem in Beispiel 1 bcschricbcncn Verfahrcn hcrgcstcllt und mil dem im 6. 

60 Beispiel beschnebenen Vekior pL3Gpyr<j u-ansloniuerl. 

Wie im 2. Beispiel beschrieben, wurden Proloplasten des pyr G-defizicnlen Stamrnes Trameies versicolor E2 100B11 
hergestellt und in einer Enikonzentration von l(r"7m! suspendiert. In InkubationsgefaBen von 12 ml Voiumen wurden 
0.1 ml Aliquots der Proloplasten nut 10 pg DNS des Piasmid? pL3Gpyrli und 30 min auf Eis inkubien. Danach wurde 
langsam und untcr wiedcrhollcm mischen 1,25 ml cincr PEG4000 Lci'sung zum Transfonnationsansatz gegeben. Nach 

65 weiteren 20 min lnkubation bei Raumtemt)eratur wurden die Reaktionsgefatie mil dem im 2. Beispiel beschnebenen 
OMT-Mcdium aufgetullt. germscht und 10 min bei 4 C 'G bei 2(K)0:<g zentnfugiert. Die Pellets wurden resuspendiert und 
auf osmotisch stabilisiertem MM-Medium ohne Uridin (beschrieben im 2. Beispiel) ausplatiien. Die Platien wurden bei 
28°C fur 14 Tage inkubien und auf Wachstum von Kolonien uberpriift Bei verschiedenen Expenmcnten wurden Trans- 
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formationsraten von 0.5- 3 Transfomianten/ug Plasmid DNS ervieit. 

B: Reinigung dcr Transform antcn 

Mvcel der erhaltencn Transformanten wurden gepickt und durch ausplattieren auf frische Flatten rail MM-Selektions- 
medium ohne Uridin gereinigt. Dabei wurde das Inokuluni punktfonnig in der Mitte der Platte aufgebracht. Nach Inku- 
batjon fur 7 bis 14 Tagen bei 28 C C konnte radiales Mycelwachstum beobachtet werden. Dieser "Reinigungsvorgang 
wurde wiederhoit, wobei das Mycel fiir das Tnokulum vom Rand der ersten Reimgungsplatte entnommen wurde. Selek- 
tivpiatten wurden dann emeut niit Inokuluni der zweiten Reimgungsplatte mokuliert und nachdem die Flatten vollstan- 
dig mil Mycel bewachsen waren, wurde die Lace aseproduk lion in Schutfelkolbenanzuchten iiberpriift. 

C: Anzucht im Schuttelkolben 

Fiir die Anzucht im Schuttelkolben wurden 2 cm' Mycel au^ c : i:- voll bewachsenen Platte ausgestochen. stenl zer- 
klcincrt und damit cine Vorkultur von 50 ml (in cincm 250 ml Hrlcnmcycrkolbcn) Malzcxtrakt-Mcdium (sichc 1. Bci- 
spiel) beirnptt. Die Vorkultur wurde 6 Tage bei 28"C unter Schiitteln bei 120 rpm inkubiert. Am sechsten lag wurde die 
Vorkultur mit einem Ultra Turrax fur 30 sec bei 9500 rpm homogenisiert und damit 250 ml Ilauptkulturmedium ("Zusam- 
menseizung siehe MM- Medium im 1. Beispiel) in emem 1 1 Hrlenmeyerkolben beimpft. Die Hauptkultur wurde dann 
wieder bei 28°C unter Schiitteln bei 120 rpm inkubiert Die Laccaseproduktion wurde ab dem zweiten Tag der Anzucht 
taglich gemessen. Laccaseakti vital wurde photometrisch mil dem Substrat ABTS (2,2'-Azino-bis(3-Ethv]-Ben7.thia70- 
lin-G-Sullonsaure) bei 420 nm gemessen. Hxtinktionskoethzient von AB TS bei 420 nm Uio- 3.6xlCT [lx Mor'xcnr 1 \). 
Dabei entsprach 1 U Laccaseakti vital dem Umsatz von 1 nmol ABTS/min bei 37°C und einem pH von 4,5. Das Maxi- 
mum der Laccaseproduktion in Schuttelkolbenanzuchten wurde 8-10 Tage nach Beginn der Hauptkultur erreicht. Ta- 
belle 3 zeigt einen Vergleich verschiedener Transformanten mit dem nicht iranslormierlen Ausgangsstamm Tramates 
versicolor F2 1 00. Fiir rien nichi transform] erten Starnm T2 1 00 wurde dariiberhinaus die laccaseproduktion nach Tnduk- 
tion mit dem in der Literatui beschnebenen Indukior 2.5-Xylidm ( Yaver et al., Apphed and Environmental Microbiology 
(1996) 62. 834-841 \ bestimmt. Wie ai.s Tabelle 3 zu ersehen, ist die Laccaseproduktion im Schuttelkolben bei den besten 
Transfonnanlen des Slammes F2 100 gegeniiber dem nichtiransformierlen Ausgangsslamin urn den Fakior 12 (ohne In- 
duktion), bzw. urn den Faktor 5 (mit Induktion) erhoht. 

Tahelle 3 

Stamm Trametes versicolor Maximale Laccaseproduktion (U/ml) 

F2 100 3,3 

F2 100/Xylidin* 9,6 

TV Lac3gap-2 31,2 

TV Lac3gap-3 36,7 

TV Lac3gap-6 45 , 8 

TV Lac3gap-8 22 , 3 

TV Lac3gap-ll 46, 1 

TV Lac3gap~15 15 , 1 

TV Lac3gap-17 42,9 

TV Lac3gap-21 3 0,6 

TV Lac3gap-25 18,3 

* Die Induktion mit erfolgte drei'Tage nach Beginn der Haupt- 
kultur durch Zugabe von 2,5-Xylidine (1,5 mM Endkonzentrat i- 
on) . 
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3EQUENZPRCTQK0LL 



(1) ALLGSMEINE INFORMATION: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Consortium fuer elelctrochemische Industrie 

GmbH 

(B) STRASSE: Zielstatts^rasse 20 

(C) CRT: Muenchen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-61379 

(G) TELEPHON : (089)74844-0 

(H) TELEFAX: (039)74844-350 

(ii) ANMELDETITEL : Sxpressionssyst em zur Production von 
Proteinen 

(iii) ANZAHL DER SEQU3NZEN: 13 

(iv) COMPUTER- LE SHARE FORM : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) 3ETRIEBSSYSTEM: PC - DO 3 / MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 

(EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CKARAXTERI S T I KA : 

(A) LANGE: 798 5 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE3 MOLEXULS : DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Trametes versicolor 

(B) STAMM: Trametes versicolor 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: TV-1 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT; 
(B) CLON: Laccase I 



so (xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 1: 

AGCTTGCGCG TCCGCATCGC CTCTACCATG GGAAAGAGGC AATAACGCGG CCCCCGCCGC 60 
GAATAGCGCT ATGTGGCCCC GTCCCCGGAG CTCTCAAAGC CTG3GATCTC GTCTCTTCAT 120 

65 
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CATTCCAAGC 


GGTCGACGCT 


CATGTCGGAC 


AACGAGCCCG 


ACTCTTGGCT 


AGCCT3GAAA 


180 


GGCCCGTGTT 


CGGAGACAAG 


ACCTACCCCC 


GGCATAGGGA 


GCGGGACAGA 


TGTGCCGGAG 


24C 


GATGAGAACC 


CGCTGGGTAA 


GGAGGGCCAG 


ATACATGTGG 


GCGGCGACGC 


CACGGGGACA 


30C 


TGGGCGTTTC 


CGCTTAACCC 


CTGTTCTTTC 


CTTTCTTGGC 


GGAGGATCCT 


GCCTCAGAAT 


360 


CATCATGCTC 


GCCCGGCCGA AAGCTCTGGC 


CTCCCGTCCT 


TCCCACTCTA 


AACGTACGTG 


42C 


ACCATCGGGA TGATCAGTCT 


GGCCATGGAT 


GCGTCAAACC 


GACCTTGCAG 


TGCTCAAACA 


4B0 


TPTP A.PTGAC 


G2GGCTCTTG 


CAGGGCGATA 


CTCTCCGCTC 


TCGTTGGCTG 


CGTCGACTAC 


540 


r ,r PTP rn ziPZxPP 


C AAGAT AG CG 


CGTTTCCTGC 


CCAAATAGCG 


GTCGAAATGC 


CCCCGCGATC 


600 




TAPT APiPATC 


CCAACCGATC 


CGACCCGCTC 


GAACAGCTCA 


TGAATTACCG 


660 


AA 1 b ^ A 1 O 


pppp^pp at p 


GGCGTAGTCA 


GTTACGATCA 


AGCAGACCTG 


AAGGGTCTTC 


720 


CAGTGCALi b 


Ob t 1 fit ^.rtO 


GCCATCCGGC 


GCTGCATCTA 


CGCGCCTTCC 


CGGCGCATTA 


780 


TAGACGCATG 




AGGGCTGCTG 


GCTCTCTTCC 


GCCACCAGCG 


CGGCGCACAA 


840 


ACCGTGGGAC 


CCAGCAt At - 




CTCACACTGG 


CCAGATTCGC 


GCGACCGCCG 


900 


CCTTTCAGGC 


CCAAACAGAT 


p^pppapp^t 


TCGA^GGCGC 


ACGCCGTCGT 


GCCTGCCGGA 


960 


TTCAATTGTG 


CGCCAGTCAG 


b^-rt i tto ofi 1 






CTGGAAGAGA 


1020 


ACACCGAGGT 


CAT GC ATT CT 


bbttAAo lot 


rp^fn rzn ftp; A 
t o w L^.rio.tt. o M 




GTGCGGGTAC 


108 0 


TTAAAGGGCG 


GCGCGGGGAG 


b^-~ 1 b 1 ubAl 


^AAot I LnrtC 


P^PPPPTTPP* 


GTTCCCAGTC 


114 0 


TCCGCCATCC 


TCCTCCTCCC 


btAtAtAt i ^ 


Oo i V^UJ-i 1 ri i ^ 


a^GCTCGGCG 

w W ^ a ^UUt" U 


CCATGGGTCT 


1200 


GCAGCGGTTC 


AGCTTCTTCG 


1 tAtwt - tot 




CGCTCTCT^G 


CAGCCATCGG 


1260 


GCCGGTGGCG 


AGCCTCGTCG 




" p p p p ^ p ^ p p 


pppRaPKClCT 

t ^ ^ ^ ^ v.' t_? v_T Ir 


TCCTTCGGGA 


1320 


TGCCATCGTG 


GTCAACGGCG 


fpr.^TTrTT n 


\_» O^ i ^r*. i. ^ 


ACTGGGAAGA 

Ji.^ ir t7V7PuitJ-ri 


AGGTCGGCGT 


1380 


GTTCGTTGTC 


GTCCTACTCC 


1 1 i/iolon^rt 


PPPAT'^TA'-'A 


GGGAGACCGC 


7TCCAGCTCA 


1440 


ACGTCGTCGA 


CACCTTAACC 


AACCACTCCA 


"■PfipTpA APTP 


CACTAGPATC 

V**t- irvw*rii 


GTAAGTGTGA 


1500 


CGATCCGAAT 


GTGACATCAT 


CCGGGGCTAA 


TTA APPPPPP 


APAGCACTGG 


CACGGCTTCT 


1560 


TCCAGGCAGG 


CACCAACTGG 


GC AG ACGGAC 


P;'" , PPP T TPPT 


CAACCAGTGC 


CCTATTGCTT 


1620 


CCGGGCATTC 


ATTCCTGTAC 


GACTTCCATG 


TPPPPPAPPA 


GGCAGGTAAG 


CAGTCTTTGT 


1680 


TGTGATCCTC 


GTGTGATGCA 


ATGTTCTCAT 


PPTPPPAPPT 


GATCGACAGG 


GACGTTCTGG 


1740 


TACCACAGTC 


ATCTGTCTAC 


GCAATACTGT 


GACGGGCTGC 


GAoGAttb I 1 


rrTPCTflT AP 
l^La 1 lot rvo 


1800 


GACCCCAAGG 


ATCCGCACGC 


CAGCCGCTAC 


GATGTTGACA 


ACGGTACGTG 


CGCCACGGAG 


1860 


TATATCACAC 


AGCATGCGTT 


GACGTCGGGC 


CAACAGAGAG 


CACGGTCATC 


ACGTTGACCG 


1920 


ACTGGTACCA 


CACCGCTGCC 


CGGCTCGGTC 


CCAGGTTCCC 


GTAAGCTCGC 


AATGGATTAG 


1980 


TTTTTACGGA 


TTATTTGCTT 


ATGTTGCGTC 


GATAGACTCG 


GCGCGGACGC 


CACGCTCATC 


2040 


AATGGTCTTG 


GGCGGTCGGC 


CTCCACTCCC 


ACCGCCGCGC 


TTGCTGTGAT 


CAACGTCCAG 


2100 
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CACGGAAAGC G3TGAGCA7T 2TCTT3CATG CGATTT3AAT GCTCTAAATT GACCTATCGG 2160 

CACCACGCAG C7ACCGCT7C CG7CTCG7TT 2GATC7CG7G 3GACC3GAAC TACA2GTTCA 2220 

s 

GCATCGACGG GCACAATCTG ACCGTCATCG AGGT CGACGG 7A7CAACAGC CAGCCTGTC2 2280 

TT3TCGACTC TAT C 2 AG AT 2 7TC3C2GCGC A3CGCTACTC 2TTTGTGGTA TGTCCTGCCC 2 34 0 

10 TCTTC-GTGCT TCCAAAGTG3 CCTCGCTCAC 32ATTCT77T AG7TGAATGC GAA22AAAC3 2400 

GTCGGCAACT ACTG3GTCC3 7GC3AACCCG AACT7CGGAA 2GGTTGGGTT C3CC3GGGG3 24t0 

AT CAACTCCG CCAT3CTGC3 CTA2CAAG3C G3ACCGGTC3 2CGAGCCTAC TACGACCCA3 252 0 

ACGCC3TCGG TGATCCCGCT CAT 2 GAGA 33 AACT2G2A22 3CCTC3CT ZG CATGCCTGT3 2550 

GTACGTTTCT TTCATTCATA TAATGACC3C GTCG2C3AG2 TCA3CGCGCG CTC27ATCCA 264 0 

:o GCCTGGCAGC CC3ACGCCCG GAG3TGTC3A CAAG3CACT3 AAC3TGGCCT TCAACT7CGT 27C0 

3AGTG.CTAT ACCGCCCAAT TTGGGGTCCT 2GTACTGATC ATG3GGCG2A ATAGAACGGC 27 60 

ACCAACTT2T TTATCAA2AA C3CGTCTT7C AC AC GAG 3GA CAG7CCCCGT GCTCCTCCAG 282 0 

ATCCTGAGCG 3TGCGGA3AC C3CACA3GAA 2TCCTCCCTG CAGGCTCCGT CTACCCGCTC 2380 

GCG3CCCA2T CCACCATGGA GATCAC3CTG 22CGCGA3C3 CACTAGCCCC AGGCGCGGCG 2940 

<n CACCCCTT:C ACCTGGAGGG T3TACG7CCC 33TCCTT2T2 T2CCTCGTCG CA3AAGT3CT 30C0 

CACGTCCAGC CCCTCTAGCA CGCGTTCGCG 3TCGTCC33A G3GCAGGCAG CACTACGTAT 3 0*0 

AACTACAA2G ACCCGATCTT CCGC3ACG7 2 GTGAGCAGCG G CACGCCCGC CGCGGGCGAC 3110 

AACGTCACGA 7CC3C7TCCA GACG3ACAAC 2 3CGG 3CC 37 GGT7CC7CCA CT3CCACATC 3 28 0 

GACTTC3ACC TCGAGGCGGG CTTC3CGAT Z GTGTTCGCGG AGGACGTTGC 3GATGTGAAG 224 0 

40 GCG3CGAACC CGGTCCCAAA GGCGTGGTC = GACCTGTGCC CGATCTACGA CGGGCTGAGC 3 3 DO 

GAGGCCGACC AGTGAGCG3A GGTG3TGTT 3 AGC3T3AAGC TCGAGCGTCG ACCTT3GGGG 33 6C 

ATTTGGCAAG GTG7TCTCAT TGAACTAGTC 7TTGG3TTTA T7CGTTGTTA 7TCTAACTCG 342C 

45 

CTTC7CTACG GAA7GACTGA GAGTTGTATA GGATGAAGTA ACTTTC7TAA 7 AT AT GAT AT 34 8C 

CACT7GACAG AGGCATGG7G TG2AAACTGT GTG2ATTGTG GTAGTGGTTT AGGCCTTTCA 354C 

M) AACA3GCTGT CAGTTTTATC GGGGGAGATC- AAAGGGGGCA T7GGGAGGGC 7GAAAAGCAT 3600 

GCTA7GTCTG GTAACATG3T TATAGTAAAC GTGCATTACA TTGACCAAGA ACGACAAGAA 36 60 

CTACCAG3G7 TGTTACATCA GTAGCATTAA GAACAAGATG TGCATTATGT CGAACACAGC 3720 

55 GACGTGA7AC TATGTTCCTT AGCGATTCGA CCAAGGTC7A CGGTCAG3TG A3GTCGATGG 37 8 0 

CATCCTCTTC ATCGTACGCC AACTTCCTGC GCT7GCTCTG TGCGTGTGCC GAATCGTCTA 384 0 

60 TGGGCGCCGG C7TCGAGCCG GACCCGCTCG CGCGACTCGC TTCAGGATTT ATGCGCGGAT 3900 

AGCAATCGCA GACAGGTGCA GATGGGGAGG TAGGCTGAGT CTAAGGCTGA ACGACGTTTT 3960 

AGACGCGTCA ACTTGACGTC CGCGTCAAAC CACAAAACGC GTATG7ACAG CCGATTCCCG 4 020 

65 
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CCGCGCGCTT 


GAGAAGTTGA 


GCTCCCGAAA 


ACGCCGGACA 


ACGCTCAAAT 


GTACGGTTCC 


4080 




TGCGCTGCAC 


CATTCGTACC 


AGGATCGTAC 


GGGAGCTAAT 


ATGCGGGCGT 


GTAAAAATTT 


4140 


5 


TAGATAGAAA 


AATACATACA 


AGTTGCTGGA 


CGACGAGGAT 


ATGAAAGCGT 


TAAGTTCGAA 


4200 


GCATGCCGGG 


CTAGATTGGA 


TCCCGGGTTA 


TCGAAGTATG 


GTCGCGGGGC 


GGAAGCGCCA 


4260 




CCCGCGAGGC 


GCACTGGAAG 


CACCTGCATA 


ACGCCTTTGG 


GCAAATCGTG 


TGTTTGCTCG 


4320 


10 


ACGCCGACAG 


CGGGGAGGAA 


CGGCGGTCCT 


CCATGGACTA 


GAGGGCCTCC 


TTCGCTTGCA 


4380 




TTAGCCACAT 


GGCAGGATGA 


AGAGAGAAGG 


AATAGACGCC 


TAACCGCGCG 


ACCAACGCGC 


4440 




CTAAGGCGCG 


CGCCCTTCCG 


CGCACTCTCC 


TTCCGCAACC 


GCCAATTGCC 


TACGCCTCAG 


4500 


15, 


CTACACAATC 


TGCCCCTTGG 


TCGTGCTGCC 


GCGTTCATCT 


TGCTCGCTTT 


GCTAATAAC-A 


4560 




ACTTGAACGT 


AACATTCGCA 


CTTGGGCCCC 


GCTGCACCCA 


TGACGAAAAG 


ACCCAGCGCC 


4620 


21) 


TGGGACGTTA 


GCTTCCCAGA 


TGAAGCCGCC 


GCAGGTACAT 


CCGCGGCACT 


CGCGCCATCG 


4680 




CAGGCTCCGG 


ACGGCGTACC 


GCATAATCCT 


CCCAGGAGAA 


GCGCGACATC 


CAGAAGTGAA 


4740 




TCCCGGAGGG 


ACTCTGAACC 


AGTAAGCTGG 


TGTACTTTAC 


TTATCTGAGT 


CGTAAACTTA 


4600 




CCCCATACAG 


GCGGCCAAGC 


GTCCGAGAGT 


CCTGCAGCCT 


GAGGATCGTC 


GCAAGACTCT 


4860 




GCCAGGACCG 


AGTAAGCACG 


TT7CCTTATG 


AAAGAAGCCA 


GTCTTATCA? 


GTCGCCTCCA 


4920 


Mi 


TACAGAGCGT 


GCGTACGTGC 


CCACGCCCGA 


AGATATCAAG 


GAGGACGTCA 


ACACGGTCGT 


4 980 




CTTCGGCGAA 


GACGCGGTTG 


AGCAGTCGGG 


CGCAAGCGTA 


GAGAAACCCA 


TCCGCGCGCT 


5040 


A\ 


T7CCGATTTT 


GTAGTGTTTG 


ACZCGACGCG 


GGGTT 7 CG AG 


CACA7CATGC 


TCGACGTT7T 


5100 


GGACAATGCA 


ACGCCTGGAC 


GCCATTTCGA 


GGCCGCCGGC 


CAAGTAAGGC 


CTATATTCTT 


5160 




GAATGAGGAA 


GATGAGGGCC 


AGGAAGATGG 


CCTGGATGAC 


GGAGACGGCG 


GCGAACAGGC 


5220 


40 


TCGTCAAGTA 


CAGCGTATAA 


GAACGAGTGC 


GATAT7CCGG 


TGGTCTCTCG 


ACTATACGAA 


52B0 




GGTCGACGAG 


TAAGTGGTCC 


TGGGAAGGTC 


TTCTTCCATC 


GTGGCTTACC 


CTTTC7TGAC 


5340 




CAGCCCACTC 


7ATATTGAAA 


CCCAATATAG 


CTGGT7TGAG 


T7GCGCGCGC 


CGGCCCACTC 


5400 


45 


CTACCAGCGC 


ATTCATCAGC 


GTTTCTACCG 


TCCTAACCGC 


ATCGCGCAAA 


TCCTCGTCTC 


5460 




GACAGCAATC 


AAATCACCAG 


CGATGCCCCT 


CGACGAGTTT 


GCAGAGGCGA 


ACTACGGGGA 


5520 


50 


ATGGGACGCT 


ATGCTCGGCG 


AATATATTTT 


CCCAGAAGAC 


ATACAAGAAG 


CCGTATGTC7 


5580 




GCCCTCTGGT 


CAACGTATTC 


TCGCTCTTAT 


CTTGTCCAGA 


TGCCCTTCGT 


TCGGACCGTC 


5640 




ATTGACGGAT 


GTGAACCAGA 


CGTGAGGCGG 






1 Hi Lb^^unO 


5700 


55 


CTTCTGCGTC 


GTCAATCCAC 


CCCGCACGTC 


CAGACCTCCG 


TTCCACGGCC 


ACGTGTACCG 


5760 




CCCCCGCAAT 


ACGTCAACCT 


GACGAGTCTC 


ACGGGGAATC 


TAGATCTCCT 


CGTACTGCAA 


5820 


60 


CCGGAGAAGC 


AGAACCCTAC 


GCATGTTTCT 


GCCTTGATAG 


ACGTCCTCGC 


TTTGGGACTT 


5880 




TTTCACGAGC 


ACCTGAAGGT 


GGTCGGCCCG 


CCGCCAAAGC 


ACCCGAGCAA 


GCACACCCTC 


5940 




AAGCTCCAGC 


AGGCCAAGAT 


GCGATTGGCC 


TTGACGGAGC 


TCGCTAATCG 


CTGCA7CGAT 


6000 


65 
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GACAACACCA GGATCAGGTT T2CA2ACAAT CGACGAC7GC G2GA3AAGTA TTGGAGCGCT 6C6C 

GTCATAGTGG ACGGCGTCAC TTAC GAGGTG GCGTTGTTTG CAGGGTTGTA TTGCT3GCCC 512C 

ACGGCCGCTG ATATACCTCT GTGATTTAGA 7AGGC3AGTG CGTTGT7GTG CAAGCAAACA 613C 

CATATCGGAA ACGACCACCT CGCAATCTCC CCGACGAGCT GACCGAACTT ZCGGCZACCG 624C 

so CAATCG73GC CGATTAC:t: TGGTACGTTG 7AATTTTGGC TTGTTACTAT CGCACTCAAC 620C 

GCTCTTCGCC CAGGTTTGCG AAGGTCATAT ACATCGACCA ACACAAGAAG ACGCTCCATG 6360 

TCCAGT3GTA TGAACATTCG TCGAAAACGT A3TTG3A7GA GATCTCGGAT CCGCACGAGG 642C 

1 * 

TCTTCTTGTG 3CCAACGTGC GAT GAT ATT 3 ACGCCAGGAT CGTTGTGGGC AAGGCTAGGA 54 BC 

TTCATCGCGC TCCTCCGACT GATAAGGACT 7TGGA3CTCT GGAATACTTC TGCCGGTGAG 654 C 

:n TTGTTCTCCT ATTTGCCTCG TGCTGACTAA GATTTGCTGC ATGCTCGATA GCTTTGCCTA 660C 

CCATGAGGAA GAT GGTTCGT TCCAGGACAT CGACGACAGG ACGATTTCAC TGCTGGAGAC 665C 

TGTCCAC2CC CCGGAAAATT GTGCTACATG TCATT7CCAA GAGCAACAGA CCGAGGAGTC 6 n 2C 

GACTTGCGTC GTGGAGGGCG GCGCCCTG2A TTATGGTGGG C AC A GAT AT C ATGTGGAGGA 6"8C 

CTATGCTCTC TACGCTGCGT CA3GCGGTG3 ACCAGCGTGT GTCGGTAGGA TCACG GAG AT €84C 

sv CCATTCGCC? CGGCCCGCTC GAGCTTCGA3 TTCC^GCAAG GTCCGTGTCG GTCGACTAGG €90C 

CCGGAGGTCG GATGTCGGGT ATTTCCCCAA CAA3A.7G3TC CACGAGGTGT GCATCAGTTA 696C 

TGCTCTGCA? AAAGTGTTTG GTTTGATTGA 7ATTCATGCA GCGGGAGCTC TTCCTGACTG 7 02C 

GGCCAACAGA GACAGTAGAA CTGGATGC2A AGGG2GTTCT GAAGCCATGT GTGGT3GTAC 7G3C 

ACAAGTCCGA TGTGCTTGAC CTGGAGGCCT GGTTT3ACAT CTCG2CTTTC AACTTCTACG 714C 

40 CCCGGTATCG GCTCCCTACC TTGAACAGCG CTTGGGCACA GAAGAAAATA CTGCACAGAA 7 2 DC 

CAGA7GTTCT GGCTTGTGAT ATCTGTATAG AACAAGATAA CGAACGGTTT CAGCTTCTGT 7 2 6C 

CAGACCTGAG CTCAGGTGGT CAGGTTTGTC TGCGCACTTT CGACGCTTTC GGAGGAGTGG 7 2 20 

GGGCCTTTGG ACTCGCCATG GAAGAACTCG GCTGCATGAA ACTTACACAT GCTGTGGAGA 7 38C 

TCACTCCCAG TGCCGCCTTG ACACTAAGGT ATGTGTTTTT GTGGAGATAA ATCTATGGCT 7 44C 

, 0 AACTCTA.TTG TAGGAAAAAC TCACCAGAGA CAGTGGTATT CAACCAATG? TCCAACCTGG 7 5 00 

TATTCCAGTA TGCTGTCAAG TACCATGCCG GAAACCTCAG CAGCAAT GAT ATG3TGAAGG 7560 

ATCTTTATGA CAACACTCCA ATTGGCAAGC CTCCCTGCCC TGGGGATATT GACTGCATAG 7 620 

55 TAGCAGGTTT CCCTTGGTGA GCCCAAACTC CTTGATATTT CTTCATTACT GACTATCACT 7 680 

CATAGTCAGC CCCATTCCCA GCTCAACATG TTCAAGAAAG CCAACGATCG GAAGACAAAC 774 0 

6Q TTGATACTCA ACCTTCTGTC CTGGGTGGAC TTCTTGCGGC CGAAGTATTG TTTCTTCGAG 7 800 

AACGTGCGCG GCTTCTTGAG CTCCAGTCTC CATGCAAGAC AAGCGAGCAA ATACCGGGTC 7 8 60 

GAGGGCGGCA TCAAGATGGG CGGCTTGAAG TTCCTTACCC GTTCACTATT GGCTAT GGGG 7 920 
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TGAGTGTCTC ACGCGCTTAT CATACAGGAA GCTTGCATGC CTGCAGGTCG ACTCTAGAGG 7 980 
ATCCCC 7 98 6 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 5762 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 10 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNS (genomisch) is 
(iii) EYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN ?() 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Trametes versicolor 

(B) STAMM: Trametes versicolor 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: TV- 1 ^ 

(vii) UNMI TTSLBARE HERKUNFT: 
(B) CLON: Laccase III 



(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 2: 



TGGAGCTCGC 


GCGCCTGCAG 


GTCGACACTA 


GTGGATCTAC 


CTCCCGTGAG 


AGGAACGACG 


60 


GCGTCGGGCC 


TTTCTCACGC 


GCAGCGCCGA 


CTTCGCGCGA 


CAGCCGCTGG 


TCAGGGCAGC 


120 


ACAGACATCT 


CCCATCACCC 


AGCTTATACG 


CTCAGTTCCG 


GCACCGAGTC 


TGACGAATGC 


180 


GGCCCGCCTG 


CAATCCCGAC 


ACTGCTCGGG 


GCGCGCGATC 


AGACTTTCCG 


TGAGGACGTA 


240 


AGGTGCTGTC 


GGCCACCTCT 


CGACGCTCTC 


ACGCATACCG 


CAGAATT CGC 


GCGACGACCG 


500 


CGTTCCAGGG 


CCCTTGACAG 


ATGC7GACAC 


CGGTGCAATC 


TTGACACTGT 


ACCAACCGGG 


360 


TAAGTCTCGT 


CCTTGGTTCT 


CGGGGhCTGG 


GGCGGGTGGG 


TACCCCTTGG 


TCATTCACTC 


420 


TACCAGAGCG 


CTGGCTTCGC 


CGAGGTATAA 


AGGATGTTGC 


GCGAAACCCT 


CAACACCCCA 


480 


ACTCAAGCCC 


CACTTGAGCT 


TTTGCGASAT 


CCTCCACATA 


CCACTCACTA 


CTTTCAAGTT 


540 


CTTCAACATG 


ICGAGGTTTC 


ACTCTCTTCT 


cgctttcgtc 


GTTGCTTCCC 


TTGCGGCTGT 


600 


GGCCCACGCT 


GGTATCGGTC 


CTGTCGCCGA 


CCTCACCATC 


ACCAACGCAG 


CGGTCAGCCC 


660 


CGACGGGTTT 


TCTCGCCAGG 


CCGTCGTCGT 


GAACGGCGGC 


ACCCCTGGCC 


CTCTCATCAC 


720 


CGGTAACATG 


GTTCGTCTCG 


GCGCGCACTA 


GCGGATTGTA 


TCGTTCCTGA 


CACACTGTTG 


780 


CAGGGGGATC 


GCTTCCAGCT 


CAATGTCATC 


GACAACCTCA 


CGAACCACAC 


GATGCTGAAG 


840 


AGCACCAGTA 


TTGTGAGCTA 


GTATTCCTCC 


TGGAGGAGGC 


TTCATTGTGC 


TAATAATCGT 


900 


CGTGTCCAGC 


ACTGGCACGG 


TTTCTTCCAG 


AAGGGCACCA 


ACTGGGCCGA 


CGGTCCCGCC 


960 



40 
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TTCATCAACC AGTGCCCGAT 2TCAT2TGGC CACTCGTTCC 7G7AT3ACTT CCAGGT7CCT 1020 
GACCAGGCTG GTAAGTACGG 7CGTTA7GGA G7GTACTGCG CA7TGCTAAA TCGCATGGT3 1080 

AACAGGCACC TTC7GGTACC ACAGTCACT? GTCCACGCAG TACTGTGATG GTCTGAGGGG 1143 

TCCATTC3TT G7T7AC3AC2 CGAATGACCC GGCCGCCGAC GTGTAGGACG TCGACAACGG 1200 

iu TAAG GACGAA TTCGAA7CGT AAATACCCG2 T7ACTGATAA ::TTTCCGACG AATTAGACGA 1260 

CACGGTCATT ACCCTTGCGS ATTGG7ACCA CGTCGCCGCG AAGCTGGGCC CCGCAT7CC7 1320 

GTAAGTCGAT GGGCAT7GTG CTATTGAATG TCTCTTAACT GTGCATATCA GTCTCGGCGG 1330 

1^ 

CGACGCCACT CTCATGAACG GTAAGGGACG C7CCCCCAGC ACGACCACCG CGGACCTCAC 14 4 0 

TGTTATCAGC G7CACTCCGG 3TAAACGGTA TGCTATATCT 7ATCTTATCT GATGGTACTT 1500 

:n TACTGAGACA TGCTCTAGTT ACCGTTTCCS CCTGGTGTCC CTGTCGTGCG ACCCGAACCA 1560 

CACCTTCAGC A7CGATGGCC ACAACATGAC GATCATCGAG ACCGACTCGA TCAACACGGC 1620 

GCCCCTCGTG G7CGACTCCA TTCAGATCTT CGCCGCCCAG OGTTACTCCT TCGTGGTAA3 1580 

TT7GATTCCT 77CA7GAGGT 7GGT2GCAAT TAGTGATTGT ATGGTGATGT AGCTCGAGGC 1740 

CAACCAGGCC GTCGACAACT ACT G G ATT CG CGZCAkCCCG AGCTTCGGTA ACGTCGGGTT 18C0 

«> CACCGGCGGC ATCAACTCGG OTATCCTTCG CTATGATGGC GCCGCTGCCA TCSAGCCCA7 16 60 

CACCACGCAG ACCACTTCGA OCGAGCCGCT CAACGAGGTC AACCTGCAGC CGCTGGZTGZ 192 0 

CACCGCTGTC GTATGTAATA TCTTCCGTGA TTGAGCGCAT CG7TGCTGAC TTCGACCCCG 1980 

ACAGCCTGGC TCTCCCGTTG CGGGTGGTGT TGACCTGGCC ATCAA7AT3G CGTTCAACTT 2 04 0 

CAATGGCACC AACT7CTTCA TCAACGGCGC GTGTTT'GACG CCCCCGACCG TGCC7GTCC7 2 ICO 

40 CC7CCAGATC ATCAGCGGCG CGCAGAACGC GCAGGACCTC CTGCCCTCCG GCAGCGTATA 216 0 

CTCGC7CCGC TCGAACGCCG ACA7CGAGAT CTCCTTCCCC SCCACCGCCG CTGCGCCCGG 2220 

TGCGCCCCAC CCCTTCCACT TGCATGGGCA CG2GTTCGCG GTCGTCCGCA GCGCCGGCAG 2 28 0 

45 

CAGGG7CTAC AACTACGACA ACCCCATC7T CCGCGACGTC GTCAGCACGG GGACGCCTGC 23 4 0 

GGCCGGTGAC AACGTCACCA TCCGCTTCCG CACCGACAAC CCCGGCCCGT GGTTCCTCCA 2 4 00 

so CTGCCACATC GACT7CCACC TZGAGGCCGG CTTCGCCGTC GTGTTCGCGG AGGACAT7CG 24 60 

CGACG7CGCG TCGGCGAACC CCGTCCCCCA GGCGTGGTCC GACCTCTGCC CGACCTACGA 2520 

GGCGCTCGAC CCCAGCGACC AGTAAATGGC TTGCGCCGGT CGA7GATAGG ATATGGACGG 2580 

55 

TGACTTCGCA CTTGCAATAC GGACTCTCGC CTCATTATGG TTACACACTC GCTCTGGATC 2 64 0 

TCTCGTCTGT CGTCGGAACA AATTTGTATA ATTCGCTTAA TGG7TGAAAC AAATGGAATA 2 7 00 

to TTGGGTTATT ATGCACGCAT TTCCCTGTTT GAGCGATGGA ATGATCCACG GTTAAAAATG 2 760 

CGTTAGCGTA ACTTCAAGTC GACCATGCTT AGCTGTAGTG CAC7TGCGGT ACGAGGTGTT 2B20 

ACGCTTTTTG CACGACTGCT TACTACTCAA CTATACTCAA CGCTATAGCT CTAGGTTGCA 2880 

65 GGCAGTTGGC GTTCAATATG ATGGAACTAA 7AGCTCCATA CATTCTGGTT GGTTGTACAC 2 94 0 
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TGCGTGTTTA 


CTAATCGCTA 


CAAGATACAT 


CCACTTCACG 


AACTGCTATC 


TTTGGGCCAC 


3000 




GTCGCGATCT 


TCACCGCGCT 


CCCCGTGAGC 


GTGAACGTGT 


GCGTCAGCTT 


CGCGTCCGTG 


3060 


5 


TCGAGCGCGA 


GCGTGTACGT 


CCCAGGGTGC 


ACCCACTTCT 


CCCCATCCTC 


ATCCGCGCGC 


3120 




GCGATCGCGC 


CCAGCGTCAC 


CGGCAGCTGC 


GCGACCGTGC 


TCCCCCGCGG 


CGCGAGCCCA 


3180 




TGGATGCGCG 


TGTACGCGAC 


GAGCGTCTTC 


TTCGGGTGCG 


GCGCGGGCCC 


AAAGGAGCCA 


3240 


111 


CTCACGAACA 


GCAGCGCGAC 


GTAGTCGGAC 


GCGACCTTCC 


CCGTGTTCGT 


CACGCGCACC 


3300 




GCGAACGTGT 


CGAGGGGCGC 


CAGGTCCAGG 


AACGCCACGC 


TCTCCTGGCC 


GTGCGTCACC 


3360 


15 


AGCTGCGAGA 


TGGAGTACGA 


TT7CGCGGGG 


CCGCCGAACG 


ACGCGGTGGA 


GTCGGCGCCA 


3420 




GGGGCGGCCC 


AGGCGAACGC 


GAAGGTTGTG 


TAGTGCAGCC 


CGAAGCCGAA 


CTCGAAGACT 


3480 




GGGGTGCCGG 


AGTACCACTT 


GTACGTGCGC 


CCGGGGTTCG 


TCGCGCTCGG 


GCGCAGAGTC 


3540 


20 


ATATCCGTCA 


TCGGGACCTG 


TTCGGCGTAC 


GCGGCAGGGT 


ACTGCGTGA? 


GGGTAGGCGT 


3600 




CCCGCGGGGG 


CCGCCTTGCC 


CG?GAGGATG 


TCGAAGAGCG 


CGGTGCCGCC 


GCTCTGGCCG 


366C 




GGGTAGCCGC 


CCCAGATGAT 


TGCGTTTACC 


TGGTGGAGTA 


GATGTGCACC 


CGCGTGATTA 


3720 




GCTCCTGTCG 


CGGGCGTAGT 


TACAAGCAAA 


AGGGAATGGA 


ATGGTACGCA 


CTGCTTTACT 


3780 




GTGCTTGAGG 


GCGGTGTCGT 

WWWW ± \— ± W W L 


CGAGCTGGCC 


GCCACCAAAC 


TGCGCGACGA 


TCAGCGGCTT 


384C 


KJ 




^PTAG^TPCG 


CGACGAGGTC 


GAGTTGGTTT 


CCTGGCCAGG 


TTACGTTGAG 


3900 






TPPTPGPGPT 


PGAPPG^TTP 


CTPGAGPPPT 

O 1 W wA O W W W 1 


CPPGCGAAGA 

w w w vjj w \j r\r\\j n 


CCACCGCGTC 


3 960 


**> 


O vT >-> _ A ^ 


GPGGPAGPGA 


PGGPGGPTGP 

W<JwWwwW A W ^ 


AAA.GCCGCTC 


GTGTCGTTGC 


GGGTAGTCAC 


4020 




>w X A O W A U^L O 


AATAPAT APT 

X^-^l A A Jaw J. 


CCAPGTCAA A 


PCCTG2TTGC 

^ W W J. S»J W .1. X ^ W 


TGGGGACCTT 


GTACTGGGCT 


4 080 




papgaggtaa 


PPPPPr^ATAP 


PPAAGTAGTT 


GCCCTGCATG 


AGCCGCGTGG 

w w o w w luu 


CG^TCGCCCA 


4140 


40 


ggggppga^g 


AfiP^PAAGP m 


^GPGGACGCG 


TTTCGACAGC 


GGGAGGAGCC 

v_j w UAwvnu w w 


CGTCG m TCTT 

ww X W W x 2 W i- X 


4200 




>-rt<j <vz/-i^ 


ATPPP n TPPA 


PPPP AP°PPT 


ATGTGPGAGP 


TGPTGAGPTT 


GPGGAGTGTT 


4 260 


4^ 


papctpac^p 


PATPP m aPPT 


PAP^GTA AGG 


TTGTGPPGPT 


GGATPf^PGA 


AGTAGPCGAG 


4 320 


GP^GPAGA^T 


TpCTT^AGAA 

- vC 1 * _ rtAj/t/^ 


TAGATTTpPP 


GPATAAPAGA 


AGGTPA^TTA 


PPGGACGAGC 


4 380 




GA^GPGTA^T 

vJrt*. V?^V? ln« 1 


GGPGGATAGP 


TGPTPTAPGG 


AGGTCCGTPG 

r^ww A WWW A* Ww 


AGTTGACCAA 


ACCCCGT^GC 

^•WwWWWi ^ WW 


4 4 40 


5l» 


AGCGCCTCGG 


GAAGATAGGT 


AC GAG AAT 


GTCCCACAGT 

W X W WW^aWaaw X 


CGATGTCAGT 


TCCTGCGAGC 


4500 




AGCGCGTCCG 


CCGCCGCTTG 


CGCCGGGTCG 


GTGGTATAGT 


TGTGCGGCGT 


GAAAATGTTT 


4560 


55 


TGCACAGCGT 


CGCAGTCGCT 


CGTAACCCAC 


CGATCGTCCG 


TAAAGCCCCA 


GTGGTCGCGG 


4620 


AGCACGTCCT 


GCAGCAGGAA 


GCTGTTCGCA 


CACGACGGGA 


TGCCGTTCAC 


GGCGTTGTAC 


4680 




GAGCACATCA 


CGCTCGCGAC 


CTTCGCGTCG 


CGCACGCACG 


TCTGGAACGG 


CGGGAGGTAG 


4740 


60 


AACTCGGACA 


GGTCCTGCTG 


CGAGACGACC 


GCGTTGAACC 


CGTAGCGCAC 


GACGCCCTCC 


4800 




CAGTTGTCCA 


TGTCGTACGC 


GGCGAAGTGC 


TTGCAGTCGG 


CGACGACCTT 


GAAGTACGGC 


4860 
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TTCGGGTCGA GCCCGCCTIG CAGGCCCAGG ATGAGGTT3T AG AC AT AT TG GGAAAGGTGG 4 92C 

AACGGATCCT CTCCCGGGGT CTCCTGGCCG C3GCCCCA7C GG3GATCCTT GAACGCTA7T 4 93C 

AGACGC7GTT T3G7GA3CSG TCCCACAACG GAGAGTAGAA GAGAAGACTC ACGGTTGA7A 5C4C 

T7GGGCGTCC AATAATCGAG ACCAGCGCGG CCGACGTT3T TGAAGGCAC3 CCATTCTG7G 5 1 DC 

iu CTCACGATGG TCGCGATC3C TTGAATGAGT GGGTCATCGA ACGCGGCACC CATGAGAATG 516C 

GTTTGGGGGA AGGAGGTCGC ATAACTGAAA 7TGCCGGA7G G7GCAAAGG7 CACACCCGGG 522C 

CTCTGGGCTA CAC7G7GC7A AACATAAAAA 7GAGTATA7T GCGA3ATAGA TAG GCC GAGA 52SC 

1 > 

TACGTACCAA ACC7TCTGAC CACCAGTTGT AGGCGGGAAG ACCTAGACGG GGTACACCCG 5 34C 

GAGAGGCGTT GAC7G7GTTG TTAG7GAGC7 C7TCG7CAGT CCAGATGCTA ATGAGCGCCG 54 0C 

:r« TAGCTCGAGT GATAGGGTCC TTGGTGACAT CACAGACGGC GTTGTTCTTC AGCGGGCCGT 54 60 

TGACACAATC CGGGAAGC'CA TACGCCCGAA CGGTCGCAGC GCCGACGGAG AACGCGG7GA 5520 

GAAACGCGTG GAGACGACGC AGACCG7TCG CTATCTAGAC AGGCAGGAAC GTGAGGAGAC 5 580 

AGTCCACCAC GAACCGTTCC ATTTTGCCCT CTCTTTTAAC GGGGAACTGG GCGTTACGTG 5 64C 

CCAGGGAGAA CGTCGGAGC7 GGGGGCGAAG AGCATGA7CC AAAG AA7TCA AAAAGCTTCT 5 70C 

CGAGAGTACT TCTAGAGCGG CGGCGGGCCC ATCGA7T7TC CACCCGGTGG GTACCAGTAA 5 7 60 

- T 5762 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGS: 2387 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
4U (C) STRANG FORM : Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 
45 (iii) HYPOTEETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

M) (vi) URSPRUNGLICHE KERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Trametes versicolor 
(3) STAMM: Trametes versicolor 

(C) INDIVIDUUM ISOIAT: TV-1 

55 (vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON: GAPDHT\ r 

60 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

CAGTATGTGA AGCCTCTGGG GATTCCTGTA GAATCATATG TGAGGAACCG ACGAGCTTCC 60 
CATGCTTCCA CCGCATATCG TGTAGTCTCC TACCAAGCAG TAACCCTAAC GGCTCTTTCG 120 
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GTACACCGTA 


CGGAGTGCGA 


CGGAAAGGTC 


GCGGACGTAG 


TGAGAGAAAC 


GATATGTTCA 


180 




CAAGACCTAT 


ATCATGAGAA 


CAGGAACGCT 


AGAGTCGTCG 


GCCGAAAACA 


AGTCGGGTAT 


240 




CCGTGAGGCA 


GATATCACGT 


TGACCAGGTT 


TGCGTTGGTG 


GCGGATGTTG 


CGACGGTTTG 


300 


5 


TACGTACCGT 


ACATGGCGTA 


CAAGACGCGG 


GAGTGAGCCG 


TGCAAAATGG 


GACGAATAGG 


360 






CCGATATGGA 


CCGCACCGGA 


GGGATTGTTG 


CCCATACATA 


AGCCATATGT 


420 


1 0 




CCGCGCCGAG 


AGCTGGTGTG 


CGCACTAGTG 


GGTGCTATTA 


GAAGCCGAGC 


480 








AATTGGGGAA 


TAGGACGGAG 


GCATTCGAGT 


AAAATACACA 


540 


15 


tpppp t p rr 




CATGCACATG 


CGCAGGAGGT 


TAGTGCAGCG 


CGGCCAATAG 


600 


rcanpczpAPPA 


PPPAPTPAPA 


TCAGGAGCGA 


GTCTGGACGG 


GCCGAAGAGT 


GAGCGAGAGC 


660 




nu rivj o vj ^ \j v? 




CCTGATGTTA 


GAGCAAAGCT 


TATTTCTGAA 


CTCGCGGCTC 


720 


20 




GAPAGGAGTA 


CGAGCATAGA 


CAGGCGAGAG 


CGGCCGGCGA 


GGCGTCGAGG 


7S0 






^tpapptppa 




CTGTCTGCAG 


CCTGTGCTTA 


CAGGC AC CGG 


840 


2S 


bAbAbAbb bb 




TPP. 1 * 1 ATPPPA 


PGGAGGAGCG 


CACGAAACGG 

V- Plb' WXii*-Pa l w WW 


AGCGCGGATC 


900 


TTbAlb i lib 


bbi lAb/ivjiib 


pzxp^pppatp 






AAP G T CT GAC 

-Tin w W ^ W J- w^kW 


960 




TGAGCAGGGC 


AAGCAAGAGC 


i bbb Ibb I »*rb 


p p rrr p p t p p 

bbbbbbb 1 bb 




PpPAPPPPPT 


1020 




GA7TGGACGA 


GGGAAGGAGT 


CAT CC AG ACL 


IJLO 1 b 1 1 bbb 






1080 




GGAAGAGCGA 


CGAGGCTCGC 


CGGCGCGCGC 


oCACGCT^bb 


bibb 1 AlbbA 


•'nq^r^ZlT'PP'T'PP 
1 1 bAl bbibc: 


1 1 A 0 




CTCGAGCAGC 


GACGTTGGCC 


GAGGCACTGT 


CCTCGAAAGA 


blbAAAIbbi 


Abbb 1 bbbb<^ 




GGACATGGCC 


TACCGGCGAC 


CAATCCGCGA 


TGGGbAAAib 


ibbblblbbl 


T" H T 1 PP Zk ppp a 
1 AI bb-H.bbb/1 


i ? GO 




CGTTCTATCT 


CGCCCGTTGG 


CACGCCCAAG 


oACGA^TGCb 


b^bbbAvwlbb 


bbAblbbibb 


i 

1 JZU 


4f» 


TGGGGGAAAA 


CACTGCGAGG 


TGCGCGGAAG 


GGTGTCGAAb 


b b b AAbbiib b 


i\ cm men hp 


1 ^Pfi 
1 jOu 




GGGCGGCGGC 


GCGGGCCAGC 


GAGCGCCCAA 


7\ J\ TV P* TV 

AGCbGAAGGA 


CAbCAbAGbb 


bb 1 bbobbbb 




45 


TAGCGTCCGA 


TCCATCTCAG 


ATAAGAATCG 


CCCCTGCGGT 


ATATAAbbbA 


bAbbi i bbbb 




CCCGACTGAA 


CCCCATCCTC 


TCATCCCATC 


CACwACATCC 


AbAI b 1 bbb I 


bAb 1 Abb bbb 






CTCACCCTTG 


CAGTCCCTGC 


ATGCGCTGAC 


CTCTCCCTbb 


AbbAAbAAb ^ 


pit a i^c^cncm 

bAAwb j. bberH 


1 620 


50 


ATCAACGGGT 


AAGATCGCTC 


GCGGACTTGA 


AX ibAbbbbA 




TPTPf^PPP Afl 


1680 




TCCGCGTCCT 


TTTCCAGTTT 


CGGTbAbbbi 


bb 1 bbb J. bbb 


IV^O^l JL J. Inn. 


TPPPPrRCAT 


1740 




ATACTCACCC 


ATTCGCAGGT 


CGTATCGGCC 


GTATCGTCCT 


CQGTAATGCC 


CTCCAGCACG 


1800 


55 


GCAAGATCAA 


TGTCGTCGCT 


GTGAACGAGT 


AAGCGCGCCC 


AATCTGCATC 


GCGTAAATCA 


1860 




GACGCGCTCT 


AACTCCCTGC 


GCGCAGCCCT 


TTCATCGACC 


TTGAGTACAT 


GGTCTACATG 


1920 


60 


TTCAAGTACG 


ACTCCGTCCA 


CGGCCGCTTC 


AAGGGCCACG 


TCGAGGTCAA 


GGACGGCAAG 


1980 




CTCTGGGTCG 


AGGGCAAGCC 


CATCACCGTC 


TTCCAGGAGA 


AGGACGCCGC 


CAACATTCCC 


2040 




TGGGGCTCCG 


CCGGCGCCGA 


CTACATCGTC 


GAGTCCACCG 


GTGTCTTCAC 


CACCACCGAA 


2100 
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AAG7GC3CAT ACACTCACGC AAACATGGCA TTTTGTGACT GACGCGGTTC CCGATCGATA 21 6C 

GGGCCTGTGC CCAGT7GAAG GGGGGTGGCA AGAAGGTCAT CATCTCCGCC CCCTCGGCCG 2220 

ACGCGCCCAT GTTCGTCT3C GGTG7TAACC TGGACTCGTA CGACCCCAAG TACACTGTCG 223C 

rGCGTGCATT TTCCCATC3C GTCGCGCGAG AACCCC3A7T TAGCTCCGCC CGCGTGTAGA 234C 

TCCACTAGTG TCGACCTGGA GGCGCGCGAG CTCCAG2T?T TGTTCCC 2267 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CEARAKTER I S T I KA : 

(A) IiANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
;c) S TRANSFORM : Hmzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDKS 

(iii) KYPOTHETISCK: JA 

ANTI SENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZ3ESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 4: 
TCCAGCTCGA CCTTGCGCCG C 21 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CKARAKTER I S T I KA : 

(A) LANGE : 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTI SENSE : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO : 5: 
GGATCCGACG TGGAGGAGCC G 21 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAXTERI STIKA : 

(A) LANGE : 17 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : S 

TGGCAYGGNT TYTTYCA 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 14 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: uA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 
TCDATRTGRC ARTG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGS: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 8 
ATTCAGGGAT CCTGGTAYCA YWSNCAY 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
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(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MGLEKlLS : cDNS 
(iii) HYPOTEETISCH: JA 
(iii) ANT I SENSE: NEIN 



[xi) SEQUENZBS S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 

ATACGAGGAT CCRTGNCCRT GNARRTG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTER I S T I KA : 
(A) LANGE: 23 Basenpaare 
(3) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) KYPOTHET 1 5 CE : JA 
(iii) ANTI SENSE: NEIN 



(Xi) 5EQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 
CGTATCGGCC GTATCGTCCT CCG 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 11: 

(i) SEQUENZ CEARAKTERI ST I KA: 

(A) LANGE: 2 3 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
CGCCCTTCAA GTGGGCAGAG GCC 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 
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(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNS 

in 

(iii) HYPOTHET I S CH : JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
AATTCGCGGC CGC 13 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: ;>s 

(A) LANGE : 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 

(D) TCPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNS 
(iii) HYPOTHET I SCH : JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
AATTGCGGCC GCG 13 

45 

Patentanspriiche 

1. Expressionssvstem fur die Produktion eines Proteins in eineni fuamentdsen Pilz bestehend aus 

a) einem Wirtsorganismus aus der Klasse der Basidiomyceten sowie 

b) eineni DNS-Vekior, der eiri Selekiiorismarkergen enthalt. welches fur ein Protein kodien das nach Trans- 50 
formation ernes nlamentosen Pilzes aus der Klasse der Basidiomyceten cmc Sclcktion posiuver Transfomian- 

ren erlaubr und ausgewiihh isi aus der Gruppe der Anlibiotikaresistenzgene. die fur Proieine kodieren. die die 
wachstunishemmende Wirkung von Antibiotika aufheben, gegen die der WirLs organ is mus nicht resistent ist. 
der Gene, die Protcinc kodieren, die zu cincr farbgebenden Rcaktion bcfahigt sind und der Gene die cincn gc- 
netiscben Defekt des Wirtsorganismus (Auxotrophic) kompleiiienueren, wobei die Expression des Selektions- 55 
markergens durch mindeslens ein in Basidiomyceten akiives genetisches Regulationselement kontrolliert wird 
und 

c) einem DNS Vektor der ein Gen enthalt. welches fiir das zu produzierende Protein kodiert wobei die Expres- 
sion dieses Gens und ggf auch die Sckrction des so produziericn Proteins durch ein in Basidiomyceten aktives 
genetisches Regulalionselemem kontrolliert wird, wobei 60 
der DNS- Vektor, der ein Selektionsmarkergen enthalt und der DNS- Vektor der das Gen welches fiir das zu pro- 
duzierende Protein kodiert auch als ein DNS-Vektor voriiegen konnen. 

2. Expressionssystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da!3 der Wirtsorganismus aus der Klasse der Ba- 
sidiomyceten ein monokaryontischcr Basidiomycct ist. 

3. Expressionssystem nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dab der Wirtsorganismus aus- 65 
gewahh ist aus der Gruppe der Gattungen Trametes. Polyporus und Coriolus. 

4. Expressionssystem nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsorganismus emen Defekt im Oroti- 
din-5'-Phosphat Decarboxylasegen (pyr G-Gen) hat und fiir Uridin auxotroph ist und das Selektionsmarkergen ein 
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pyr C : -Gen ist. 

5. Expressionssystem nach emem der Anspriicne 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. riaB das in Basidiomyceten ak- 
tive genelische Regulanonselemem aus der Kiasse de^ Basidiomyceten ausgewahli isr aus de- Gruppe der Promo- 
ter- und Termmatoreiemente fur e:n Glycenr,akiehyd-J-Phospha: Debydregenasegen (GAPDH Gen), und der Pro- 

5 motor- und Terminatorelemente f lit das Laccase Gene 

6. Expressionssystem nach einem der Anspriiehe 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. daS das zu expnrnierende Pro- 
tein eine Laccase ist. 

7 DNS Vekror. rier rnindestens em Seleklion^markergen enthall. welches fur ein Protein kodien das nach Transfor- 
mation eines hlamentosen Pilzes aus der Klasse ner Basidiomyceten eine Selection positiver Transformanten er- 

io laubt. dadurch gekennzeichnet, daB das Seiekuonsmarkergen ausgewahlt ist aus der Gruppe der Antibiotikaresi- 

s.en/.gene. die fur Proleine kodieren, die die v. achslumshemmende Wirkung von AnLibiutika aufheben, gegen die 
der Wirtsorganismus nicht resistent ist, der Gene, die Proteme kodieren. d:e zu einer farbgebenden Reaktion befa- 
hig: sine und der Gene die c:ner genet: schen Defekt des Wirtsorganismus • Auxotrophic J komplementieren und dac 
das Selekuonsmarkergen durch nnnoestens e:n in Basidion.yceten aktives genetisches Regulationselement konirol- 

i^ Her wird, 

8 In Basidiomvceter: aktives Reg j;auonsc;emcn: weicnes dadurch gekennzeichnet is:, dab es den in SHQ ID NO 1 
enthaitenen Sequenzabschnitt von Base 1 11 92 oder den in SliQ ID NO 2 enthaJtenen Sequenzabschnitt von Base 
1 547 oder den in SHQ ED NO: 3, enthaJtenen Sequenzabschnitt von Base 1365-1542 sowie zu diesem Sequen/ah- 
scnmtt homologe Sequenzen mil einer Homology grofier ais 73^ umfaBt. 

?n 9. Verfahrer, zur Ke-stellung von Pilzstiiimnen. die zur erTizienten Expression und Sekretion von Proteinen hefahigt 

sind dadurch gekennzeichnet. dab als Wirtsstaimi. ein tilanientoser PiLz. aus Jer Klasse der Basidiomvceten nut ei- 
nem auxotrophen Gendefekt verwendei wird, welcher nuttels an sich bekannter Verfahren mil einem DNS-Vektor 
der em Gen zur Kornplementation des auxotrophen Gendefekt ini Wirtsstamm besitzu transformier. wire und aus 
dem Trans form an on s an satz die mil dem DNS-VeKtor transform! erten Klone durch Selekdon auf Kornplementation 

> des ^uvotropher Gendeiekfs ausgewahlt werden. wobei die Expression des (Jens zur Komplemenfarion des auxot- 

rophen GendefekLs mi Wirtsstanui. durch em genetisches Regulationselement kontrolliert wird, das in Basidiomv- 
ceten aktiv ist. 

10. Verfahren zu: Hersiellung \on Proleinen. dadurch gekennzeichnet, daB ein Expressionssv slen. nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis t: in an sich hekannten Weise zur Proteinproduktion eingesetzt wird oder dafj ein Pilz- 
*<' sianun nach Ansprueh 9 ir : .p sich hekannter An und Weise kultivien wird 
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